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Modelagem cinética de inativacao térmica do peptide o antimicrobiano P34
em sistemas alimentares *

Autor: Voltaire Sant’Anna
Orientador: Adriano Brandelli

RESUMO

O peptideo antimicrobiano P34, produzido por Bacillus sp. P34, bactéria isolada
do intestino do peixe Piau-com-pinta da bacia amazobnica, tem potencial uso
como bioconservante em alimentos, principalmente aqueles que sofrem
tratamento térmico. Neste trabalho, foi realizado um estudo da modelagem
cinética de inativacéo térmica do peptideo antimicrobiano P34, além de calcular
0s parametros cinéticos e termodindmicos em diferentes condi¢cdes de
estresse. Amostras de 1,0 ml da bacteriocina P34 em solu¢cdo tampéao pH 4,5,
6,0 ou 7,0 ou em solugéo tampé&o pH 7,0 com adicao de 1 ou 5% de cloreto de
sédio ou ainda em leite desnatado ou integral sofreram tratamento térmico
entre 90C e 120T por até 300 min. Os resultados m ostram que a equagdo de
reacao de primeira ordem € a que melhor descreve a cinética de inativacao
térmica do peptideo P34. Os valores D em pH 4,5 variaram entre 14 e 192 min,
com valor z de 27 C; em pH 6,0, esse parametro variou entre 26 e 191 min,
com valor z de 33 C; ja em tampéao fosfato 10 mM pH 7,0, os valores D
variaram entre 39 e 227 min com valor z de 27 C; em pH 7,0 com adi¢céao de
1% de cloreto de sodio os valores D variaram de 28 a 245 min, com valor z de
37 C; com a adicao de 5% de sal em pH 7,0 os valor es D variaram entre 32 e
698 min, com valor z de 24 . A diminuicdo do pH reduziu a estabilidad e
térmica do peptideo P34. Em altas temperaturas a presenca de sal reduziu a
estabilidade térmica, enquanto nas menores temperaturas estudadas houve
aumento da sua resisténcia. Resultados similares ocorreram em leite. Em altas
temperaturas houve mais rapida inibicdo da atividade antimicrobiana do
peptideo P34. Os valores D, em leite desnatado, variaram entre 32 a 327 min,
enquanto em leite integral, entre 17 a 194 min. Ja em leite integral a 90 C néo
houve inibicdo da atividade do peptideo. A presenca de gordura acelerou a
inibicdo da bacteriocina, possivelmente devido ao rompimento da membrana
dos globulos de gordura, permitindo a adsorcdo do peptideo na fragcao lipidica
em altas temperaturas. A analise termodinamica sugere que o desdobramento
da molécula do peptideo P34 pode ser o passo determinante para a inativacédo
térmica irreversivel nas condi¢des testadas. Os resultados mostram que o
peptideo P34 pode ser usado em condicdes de pasteurizagcdo ou de
esterilizagdo, mantendo parte de sua atividade antimicrobiana apos o
tratamento térmico.

1/ Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, ICBS,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (98 p.).
Agosto, 2010.



Kinetic modeling of thermal inactivation of the ant imicrobial peptide P34
in food sistems *

Author: Voltaire Sant’Anna
Orientation: Adriano Brandelli

ABSTRACT

The antimicrobial peptide P34, produced by Bacillus sp. P34, a bacterium
isolated from the gut of the Piau-com-pinta fish from the aquatic environment of
the Amazon basin, has potential use as bioconservante in foods, especially
those that suffer heat treatment. In this work, a study was performed to analyse
the applicability of various inactivation models available in the literature and
their thermodynamic and kinetic parameters under different stress conditions
were calculated. Aliquots of 1,0 ml of the bacteriocin at pH 4,5, 6,0 or at sodium
phosphate buffer pH 7,0; and at skim or fat milk were heated in sealed tubes (1
mm of in the range of 90-120 T for over 300 min. T he first-order model
provided the best description of the kinetics of inactivation. The D values at pH
4,5 the D values ranged between 14-192 min, with z value of 27 <C; at pH 6,0
ranged from 25 to 191 min, with z value of 33 C; at phosphate buffer at pH 7,0
ranged between 39-227 min, with z value of 38 C; at pH 7,0 with addition of 1%
of sodium chloride the D values ranged between 28-245 min, with z value of 37
C; with the addition of 5% of the salt at pH 7,0 the D values ranged from 32 to
698 min, with z value of 24 C. The low pH reduced the thermal stability of the
peptide P34. At high temperatures the presence of salt reduced the thermal
stability, while at the lower temperatures studied there was an increase of its
resistence. Similar results occurred in milk. At high temperatures there was a
faster inhibition of antimicrobial peptide P34. The D values, at skim milk, ranged
between 32 and 327 min, while at fat milk, between 17 and 194 min. At 90 T,
in fat milk, the peptide was not inhibited. The presence of fat accelerated the
inhibition of bacteriocin, possibly due to disruption of the membrane of fat
globules, allowing the adsorption of the peptide in the lipid fraction at high
temperatures. The thermodynamic analysis suggests that the unfolding of the
molecule of the peptide P34 may be the a determining step for the irreversible
thermal inactivation under the conditions tested. The results show that the
peptide P34 can be used under pasteurization or sterilization conditions,
manteining part of its antimicrobial activity after the thermal processing.

1/ Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental
Microbiology, ICBS, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brazil (98 p.). August, 2010.
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1. INTRODUCAO

A busca de novas formas de bioconservagdo de alimentos tem sido
impulsionada principalmente devido a demanda por parte de consumidores por
produtos seguros, minimamente processados de alta qualidade, preparados
sem aditivos quimicos e com longa vida-de-prateleira.

O desenvolvimento e a proliferacdo de bactérias resistentes a
antibioticos tém-se tornado um grave problema de saude publica no mundo. A
rapida escalada da resisténcia microbiana pode fazer com que algumas
infeccbes bacterianas ndo possam ser tratadas com o0s agentes
antimicrobianos existentes. Além disso, nas ultimas décadas notou-se gque ha
uma evolugdo bastante pronunciada da incidéncia das doencas de origem
alimentar provocadas por bactérias. Esforcos em varias areas das ciéncias da
saude, dentre eles principalmente a da microbiologia, vém sendo realizados
para estudar e controlar este problema. Dentre as solucfes esta a descoberta
de novos antimicrobianos. Neste sentido tem-se investido amplamente no
estudo de bacteriocinas, substancias de natureza protéica produzidas por
bactérias, com atividade antimicrobiana, com potencial uso como
bioconservantes em alimentos. Muitas bacteriocinas de bactérias acido-lacticas

tém sido caracterizadas e testadas em alimentos com objetivo de



biopreservacdo, com sucesso. A nisina € a bacteriocina mais estudada, sendo
0 seu uso em alimentos ja permitido em mais de 40 paises.

Uma interessante estratégia para o0 controle e combate de
microrganismos em alimentos € a combinacdo de bacteriocinas com outros
meétodos de inibicAo como tratamentos térmicos, reducédo de pH, salinizacao,
altas pressdes, entre outros. Assim, torna-se interessante aprofundar as
pesquisas sobre o0 comportamento dessas substancias em sistemas
alimentares e sua estabilidade frente a essas combinacdes de tecnologias.

Devido a escassa informacao sobre a cinética de inativacdo térmica de
bacteriocinas na literatura, € importante se obter dados para otimizar 0 uso
dessas substancias como bioconservantes na industria de alimentos. Além
disso, é de extrema importancia que se conheca o comportamento e a
estabilidade dessas substancias aplicadas em sistemas alimentares durante

processos que utilizam calor, muito comum a industria de alimentos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histérico das bacteriocinas

Os primeiros registros sobre bacteriocinas datam por volta do ano de
1877, quando Pasteur e Joubert reportaram uma interagdo antagonista entre
bactérias ao observar que um “isolado comum” podia interferir no crescimento
de Bacillus anthracis, quando inoculados juntos (REEVES, 1965). Ja em 1925,
André Gratia publicou um estudo referente ao antagonismo promovido por uma
linhagem de Escherichia coli sobre outras linhagens da mesma espécie. As
substancias responsaveis por esse efeito inibitério foram denominadas de
‘colicinas’ em referéncia ao microrganismo produtor original. Com a descoberta
de que a producao desses compostos nao se limitava ao grupo dos coliformes,
Jacob e colaborados em 1953 (apud REEVES, 1972) propuseram o termo
‘bacteriocina’ para as proteinas antimicrobianas produzidas por microrganismos
Gram-negativos e Gram-positivos.

Em 1947, Mattick e Hirsch (apud COTTER et al., 2005) concentraram
uma substancia inibidora produzida por uma linhagem de Lactococcus lactis
subsp. lactis, que apresentava um amplo espectro de atividade, denominando-
a de nisina. Esta bacteriocina foi inicialmente purificada e comercializada na
Inglaterra em 1953, sendo considerada segura para uso em alimentos pelo

JECFA/OMS em 1969. Na Europa, em 1983, nisina foi adicionada a lista de



aditivos alimentares e, em 1988, nos EUA, o Food and Drug Administration
autorizou seu uso em queijos processados. O uso desta bacteriocina € hoje
permitido como conservante em mais de 40 paises (COTTER et al., 2005). No
Brasil, em 1996, foi autorizado seu emprego em queijos na concentracdo de

até 12,5 mg kg™* (BRASIL, 1996).

2.2 Definicao de bacteriocina

As bacteriocinas s&o definidas como substéncias bactericidas,
antibioticos de natureza protéica altamente especificos, ndo multiplicaveis,
sintetizados por algumas linhagens bacterianas com acéo contra isolados das
mesmas espécies, ou sobre outros organismos estritamente relacionados com
a espécie produtora (COTTER et al., 2005;).

O termo substancia tipo-bacteriocina (bacteriocin-like substance) aplica-
se as moléculas de natureza protéica, porém ainda nao purificadas e com
estrutura ainda ndo completamente definidas ou que ndo cumprem com todas
as caracteristicas das bacteriocinas. Essas substancias, geralmente, possuem
um maior espectro de acdo do que a definicdo classica de bacteriocinas,
atuando contra uma variedade de bactérias gram-positivas, algumas gram-
negativas e até contra alguns fungos (MESSENS e DE VUYST, 2002).

Assim, toda bacteriocina ou substancia tipo-bacteriocina tem uma
proteina ou peptideo que € essencial para sua funcdo bactericida (Reeves,
1965). A maioria das bacteriocinas descritas até 0 momento tem um baixo peso
molecular e sdo estaveis ao calor. Estas caracteristicas essencialmente as

diferenciam de alguns antibidticos, considerados metabdlitos secundarios, com



variavel espectro de acdo, quando presentes em relativamente baixas
concentragbes (REEVES, 1965; COTTER et al., 2005; CLEVELAND et al.,

2001).

2.3 Classificacao das bacteriocinas

A descoberta de diferentes bacteriocinas revelou diversidade de
estruturas quimicas e caracteristicas permitindo o agrupamento em diferentes
classes (KLAENHAMMER, 1993).

Klaenhammer (1993) propds a classificacdo das substancias em 4
classes. A classe I, ou lantibidticos, representada pela nisina, é constituida por
peptideos termoestaveis de baixo peso molecular (<5 kDa), diferenciados dos
demais pela presenca de lantionina e derivados; a classe Il € composta por
pequenos peptideos (<10 kDa) termoestaveis divididos em trés subclasses: lla
(pediocina e enterocina), Ilb (lactocina G) e llc (lactocina B); a classe Ill &
representada por peptideos termolabeis de alto peso molecular (>30 kDa)
como helveticina J; na classe IV encontram-se grandes complexos peptidicos
contendo carboidrato ou lipidio em sua estrutura. Contudo, Cleveland e
colaboradores (2001) acreditam que estes complexos séo artefatos de
purificacdo parcial e ndo uma nova classe de bacteriocinas.

Em 2005, Cotter e colaboradores propuseram uma nova classificacéo, a
qual subdivide as bacteriocinas em duas categorias distintas: os lantibioticos
(classe 1) contendo lantionina e os nédo lantibidticos (classe Il), enquanto os

peptideos de alto peso molecular termolabeis, formalmente componentes da



classe lll, seriam separadamente designados de ‘bacteriolisinas’. Estes autores
sugerem ainda, que a classe IV seja extinta.

Mais recentemente, Nes e colaboradores (2007) revisaram a
classificacdo das bacteriocinas e propuseram a seguinte organizacdo, onde as
bacteriocinas estariam distribuidas em trés grandes classes de acordo com seu
modo de acao, estrutura, suas caracteristicas bioguimicas e genéticas.

A classe | ou lantibidticos € composta por peptideos que contém
lantionina ou [-lantionina, sendo dividida em duas subcategorias: tipo A
(moléculas lineares com estrutura flexivel em solugdo) com a nisina e subtilina
como seus principais exemplos, e tipo B (com estrutura rigida e globular) com a
mersacidina, mutacina como integrantes dessa categoria.

A classe Il contém pequenos peptideos (< 10 kDa) heterogéneos e
estaveis e que também podem ser subdivididos. A subclasse lla é composta
por bacteriocinas com alta especificidade contra Listeria monocytogenes.
Possuem 37 a 48 residuos de aminoacidos, com uma porgdo N-terminal com
configuracédo de folha pregueada e uma porgcédo C-terminal contendo uma ou
duas a-hélices (FIMLAND et al., 2005). Os principais representantes dessa
subclasse sdo a pediocina, enterocina e a sakacina. A subclasse llb é
composta por bacteriocinas heterodiméricas que requerem a atividade
combinada de dois peptideos. Estes peptideos apresentam atividade muito
baixa se forem empregados individualmente (GARNEAU et al., 2002). Compde
essa subclasse a plantaricina e a lactacina F. J& a subclasse llc é composta

pelas bacteriocinas que apresentam uma unido covalente das terminacdes C e



N, resultando em uma estrutura ciclica (KAWAI et al., 2004). Sao
representantes desta classe: a enterocina AS-48, a circularina A e a reutericina.

A classe Il € composta por grandes proteinas (>30 kDa) termolabeis,
sdo bacteriocinas complexas quanto a atividade e a estrutura protéica. Seu
mecanismo de acao se diferencia das demais bacteriocinas, promovendo a lise
celular através da lise da parede celular do microrganismo alvo. Apresentam
uma porcado N-terminal homdéloga a uma endopeptidase, responsavel pela

catdlise da parede celular, e uma porcdo C-terminal responsavel pelo

reconhecimento da célula alvo (LAI et al., 2002).

2.4 Peptideo P34

Apesar de nisina ja ter seu uso permitido para aplicacées em alimentos e
sua eficacia no controle microbiano comprovado, ela apresenta algumas
limitacGes tecnoldgicas. Nisina é ativa em pH acido, tendo pouca ou nenhuma
atividade antimicrobiana em pH neutro. Além disso, algumas bactérias tém a
capacidade de produzir substancias proteoliticas que inibem essa bacteriocina,
ja sendo relatado a expressao nisinase (enzima que degrada nisina) em alguns
trabalhos. Ainda tem sido relatado o desenvolvimento de resisténcia por parte
de alguns microrganismos a nisina (ALIFAX e CHEVALIER, 1962; LEE et al.,
2002; GARDE et al., 2004). Com isso, é interessante o estudo de novos
peptideos antimicrobianos para incrementar sistemas de conservacdo na
induUstria de alimentos visando a seguranca alimentar desses produtos.

Motta (2006) purificou e caracterizou um peptideo com atividade

antimicrobiana produzido por Bacillus sp. P34, microrganismo isolado do



intestino do peixe Piau-com-pinta, proveniente de ambiente aquatico da bacia
amazonica brasileira.

O peptideo P34 é um metabdlito priméario produzido na fase exponencial
de crescimento do Bacillus sp. P34, com massa molecular de 1.456 Da e amplo
espectro de acdo. Apresenta atividade antimicrobiana frente a importantes
patégenos e deteriorantes de alimentos como Listeria monocytogenes, Listeria
innocua, Lactobacillus acidophilus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Erwinia
carotovora, Aeromonas hydrophila, entre outras (MOTTA et al., 2007a).

Esse peptideo se mantém ativo em faixa de pH entre 3,0 e 10,0, apds
tratamento térmico de 100 °C, e apresenta atividade residual de 65% em
temperatura de congelamento por 15 dias (MOTTA, 2006). Essa substancia
ainda é sensivel a lipase e a todas as enzimas proteoliticas testadas. Seu
modo de agdo antimicrobiano se d& por alteracdes em nivel de membrana
celular provocando efeitos bactericida e bacterioliico em Listeria
monocytogenes (MOTTA et al., 2007b; MOTTA et al., 2008).

Em experimentos de citotoxicidade in vitro, tendo nisina como padréo de
comparacao, foi observado comportamento similar entre as duas bacteriocinas
nos testes realizados (VAUCHER et al., 2010), indicando baixa toxicidade do
peptideo P34.

A producdo em escala industrial da bacteriocina P34 ainda exige amplo
estudo da conformacdo de sua molécula, sua sequéncia de aminoacidos, da
sua expressao em bactérias reconhecidas como seguras para aplicacdo em
alimentos, além de otimizacdo em larga escala do seu protocolo de purificacéo.

Porém estudos até entdo desenvolvidos conferem ao peptideo P34 um



potencial uso em sistemas de conservacdo de alimentos, principalmente
naqueles que necessitam de tratamento térmico para o aumento da sua vida-

de-prateleira.

2.5 Aplicacéo de bacteriocinas em alimentos

A biopreservacdo é uma técnica utilizada para estender a vida util e
aumentar a seguranca dos alimentos por meio do emprego de microbiota
protetora e/ou seus produtos antimicrobianos, como acidos organicos e
bacteriocinas (NASCIMENTO et al., 2008).

Bactérias acido laticas (BAL) tém um grande potencial para uso como
bioconservadores, porque elas sdo seguras para consumo humano (Status
GRAS) e sdo a microbiota predominante durante armazenamento em muitos
alimentos (CASTELLANO et al.,, 2008). A bacteriocina mais estudada é a
nisina, produzida por Lactococcus lactis subsp. Lactis, e foi comercializada pela
primeira vez na Inglaterra em 1953 e desde entdo foi aprovada para uso em
mais de 40 paises (ARAUZ et al., 2009). No Brasil € a Unica com permissao
para aplicacdo na industria de alimentos (BRASIL, 1996).

Nisina foi utilizada em leite desnatado com sucesso para o controle de L.
monocytogenes quando o produto foi armazenado a 4C por até 14 dias. No
mesmo trabalho, quando aplicada em leite integral, a bacteriocina, em
concentracdo de 0,1 mg ml?, auxiliou no controle do patégeno, porém nao
inibindo seu crescimento ao longo do periodo de armazenagem (MALHEIROS
et al., 2010). Pediocina PA-1, produzida por Pediococcus acidilactici MCH14,

guando incorporada em salsichas para o controle de L. monocytogenes e



Clostridium perfringens, foi capaz de inibir parcialmente o crescimento dos
patdogenos quando o produto foi armazenado a 4C por 60 dias e mesmo
quando o alimento foi armazenado em temperaturas acima da de refrigeracéo
(10 ou 15<C) por um periodo de até 30 dias (NIETO-L OZANO et al., 2010). Em
estudo realizado por Leroy e De Vuyst (2005), no qual foi avaliada a eficacia de
sakacina CTC 494 em salsicha, foi verificado que, na presenca de grandes
quantidades de gordura, tipico desse tipo de produto, a bacteriocina foi
aparentemente inativada possivelmente devido a adsor¢cdo do antimicrobiano
pela gordura. Ananou e colaboradores (2010) verificaram que, em presunto
cozido, enterocina AS-48, bacteriocina produzida por Enterococcus faecalis,
aumentou a fase lag de L. monocytogenes, porém nédo foi eficaz no seu
controle ao longo de 60 dias de armazenamento. No mesmo estudo,
Staphilococcus aureus se mostrou sensivel a enterocina AS-48, porém a
bacteriocina ndo manteve a contagem do patdgeno ao longo dos 60 dias de
armazenamento.

O género Bacillus inclui uma variedade de espécies industrialmente
importante e tem um histérico de uso seguro em alimentos e na industria
farmacéutica (PEDERSEN et al.,, 2002). Apesar do intenso trabalho de
bacteriocinas produzidas por BAL, bacteriocinas ou varias substancias tipo-
bacteriocionas (BLS) tém sido descritas para Bacillus amyloliquefaciens
(LISBOA et al, 2006), Bacillus cereus (BIZANI et al., 2005), Bacillus
licheniformis (CLADERA-OLIVERA et al., 2004), Bacillus thuringiensis (CHERIF
et al., 2001) entre outros, apresentando um amplo espectro de atividade

antibacteriana e potencial uso como bioconservantes em alimentos.
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BLS P40 foi utilizada em batatas para evitar o crescimento de Erwinia
carotovora, bactéria deteriorante responsavel pela doenca podriddo-mole. A
BLS teve efeito bactericida, evitando os sintomas da doenca em batatas,
mostrando grande potencial para proteger o0s tubérculos durante seu
armazenamento (CLADERA-OLIVERA et al., 2006). Bizani e colaboradores
(2008) avaliaram a atividade antimicrobiana do peptideo cereina 8A, produzida
por B. cereus 8A, isolado de solos brasileiros, em leite e em superficie de
gueijo frente a L. monocytogenes. Em leite UHT a bacteriocina foi capaz de
diminuir a contagem do patdgeno ao longo de um periodo de armazenagem de
14 dias. Em leite pasteurizado, igualmente, foi verificada a reducéo de células
viaveis no produto lacteo quando tratado com o antimicrobiano. J4 na
superficie de queijo minas frescal, a cereina 8A reduziu em 2 ciclos
logaritmicos a contagem de L. monocytogenes em relacdo ao controle
realizado.

O peptideo antimicrobiano P34 foi avaliado em linguica frescal de frango
(QUADROS, 2007). Neste estudo foi possivel verificar que, apos 14 dias de
armazenagem em temperatura de refrigeracdo, a bacteriocina reduziu a
contagem de L.. monocytogenes em cerca de 2,4 ciclos logaritmicos em
relacdo a contagem inicial do patdogeno. Quando ela foi combinada com
solucdo de nisina comercial, Nisaplin®, houve sinergismo da acéo
antimicrobiana das bacteriocinas em relagdo ao tratamento apenas com a
bacteriocina P34 (QUADROS, 2007).

As propriedades quimicas e fisicas de um alimento, como pH, proteinas,

gorduras e enzimas proteoliticas podem afetar a atividade antimicrobiana de
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bacteriocinas (DEVLIEGHERE et al., 2004). Nisina é altamente ativa em pH
acido e pouco, ou nada, ativa em pH perto da neutralidade. A baixa eficiéncia
em produtos carneos pode ser devido a interferéncia de componentes da
carne, tais como fosfolipideos que limita a sua atividade ou devido a presenca
de enzimas proteoliticas presentes nesses produtos (DEEGAN et al., 2006).
Certos aditivos alimentares tém-se mostrados antagdnicos a nisina. Por
exemplo, a nisina € degradada na presenca de metabissulfito de sodio (um
antioxidante e agente antimicrobiano de largo espectro) e didéxido de titanio
(clareador), que s&o muitas vezes utilizados em alimentos (DELVES-

BROUGHTON et al, 1996).

2.6 Combinacdo de bacteriocinas com outras técnicas de
conservacao

A literatura sugere que bacteriocinas ndo devem ser utilizadas como a
principal barreira para impedir o crescimento ou sobrevivéncia de agentes
patogénicos, mas elas poderiam fornecer um obstaculo adicional para controlar
ou evitar o crescimento de microrganismos patéogenos (DEEGAN et al., 2006).
Segundo Cleveland e colaboradores (2001), bacteriocinas frequentemente tem

efeito sinérgico quando combinadas com outros agentes antimicrobianos.

2.6.1 Combinacgao com pulsos elétricos
A atividade de bacteriocinas frente a bactérias Gram-negativas é
geralmente baixa. O uso de pulsos eletromagnéticos, que aumenta a

permeabilidade de membranas celulares das bactérias, tem sido usado para
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incrementar a atividade de bacteriocinas contra bactérias Gram-negativas.
Essa técnica tornou a nisina mais eficaz no controle de Escherichia coli

(TEREBIZNIK et al., 2000).

2.6.2 Combinacédo com EDTA e lactato de sédio

Antioxidantes muito usados na industria de alimentos, com atividade
quelante, EDTA e lactato de sodio também tém sido usados em combinacéo
com bacteriocinas visando a desestabilizacdo da membrana celular de
bactérias Gram-negativas. Tanto nisina quanto lactocina 705/AL05 tiveram sua
atividade antimicrobiana aumentada quando foram combinadas com EDTA ou
lactato de sodio (BARI et al., 2005; BELFIORE et al., 2007). O tratamento de
células de Salmonella Enteritidis com cereina 8A e EDTA ou lactato de sodio
mostrou, em microscopia eletrdnica, vesiculizacdo do protoplasma da célula, a
formacao de poros e, em alguns casos, a desintegracdo das células. As células
de Salmonella Enteritidis tratadas apenas com cereina 8A apresentaram
pequenos poros, ndo em sua maioria, na membrana da célula. A combinacao
dos tratamentos foi mais eficaz no controle de células viaveis do patégeno

quando comparado a suas aplica¢des individualmente (LAPPE et al., 2009a).

2.6.3 Combinacao com ultra-altas pressdes

Outra técnica que vem sendo utilizada € o uso de ultra-alta pressdes
(UAP) para o controle microbiano em alimentos. Considerando-se a acao
antimicrobiana de bacteriocinas, a sua combinacdo com UAP €& uma

interessante técnica para uso em industrias de alimentos visando grande
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reducdo de bactérias patogénicas e deteriorantes, além de minimizar o impacto
do processamento industrial sobre a qualidade e fatores nutricionais dos
alimentos (SOBRINO-LOPEZ e MARTIN-BARBOSA, 2008). Nisina mostrou
melhorar a acdo antimicrobiana de tratamentos com UAP em leite frente a
Pseudomonas fluorescens, E. coli e L. innocua devido a les6es na membrana
celular dessas bactérias tornando-as mais sensiveis a bacteriocinas (BLACK et
al., 2005). Da mesma forma, a combinagéo de pediocina AcH e tratamento de
350 MPa de pressao, aumentou a vida de prateleira de rosbife de 42 dias para
84 dias quando armazenado em temperatura de refrigeracéo
(KALCHAYANAND et al., 2003). J& lacticina 3147 e UAP aumentaram a
reducdo de células viaveis de Staphylococcus aureus em leite e no soro de
leite (MORGAN et al.,, 2000), mantendo ainda parte de sua atividade

antimicrobiana apoés o tratamento dos produtos.

2.6.4 Combinacéao com atmosfera modificada

Embalagem em atmosfera modificada (AM) é frequientemente usada na
industria de alimentos para prolongar a vida util dos alimentos pereciveis. Fang
e Lin (1994) verificaram que L. monocytogenes foi completamente inibida em
carne de porco quando o produto foi tratado com nisina e embalado em AM
composta de 80% de CO, e 20% de ar durante o armazenamento por 30 dias.
Nisina e pediocina, em salmédo defumado resfriado embalado a vacuo ou em
embalagem com 100% de CO; inibiram o crescimento de L. monocytogenes
guando o produto foi armazenado em temperatura de 4°C (NILSSON et al.,

1997; SZABO e CAHILL, 1998). O sinergismo dos tratamentos foi creditado a
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acao de bacteriocina e CO, na membrana citoplasmatica da célula, reforcando

a permeabilizacdo da membrana (NILSSON et al., 2000).

2.6.5 Combinacéao com tratamento térmico

Tratamento térmico € o processo mais utilizado para aumentar a vida-
de-prateleira de alimentos (AWUAH et al., 2007). Do ponto de vista da técnica
de obstaculos, a nisina € conhecida pela sua influéncia na resisténcia térmica
de microrganismos.

O valor de tempo de reducdo decimal (valor D) de B. cereus em leite foi
reduzido na presenca de nisina em 40% em temperaturas na faixa de 80-100
°C (PENNA e MORAES, 2002), enquanto o valor de D de Bacillus
stearothermophilus a 130 °C foi reduzido em 21% devido com a presenca de
nisina (WANDLING et al., 1999). Com isso, 0 uso de nisina em combinacéao
com tratamentos de calor tem a capacidade de prolongar a vida-de-prateleira
de leite, tornando possivel a substituicdo de intensos processamentos térmicos
para os tratamentos mais brandos e, consequentemente, melhor qualidade
sensorial e nutricional dos produtos (SOBRINO-LOPEZ e MARTIN-BARBOSA,
2008).

Além disso, tem sido demonstrado que a intensidade dos tratamentos
térmicos podem ser reduzidas quando em combinac&o com nisina e enterocina
AS-48 quando endosporos bacterianos foram usados como cultura indicadora.
(BEARD et al.,, 1999; WANDLING et al., 1999; GRANDE et al., 2006),
indicando a possibilidade de reduzir custos no tratamento térmico e diminuindo

o impacto do calor sobre os alimentos (GALVEZ et al., 2007). Outro fator
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interessante no uso de bacteriocinas termoestaveis nessas analises é que elas
tém a capacidade de suportar os tratamentos com calor, mantendo parte de
sua atividade antimicrobiana no produto durante sua vida-de-prateleira.
Exemplos desse impacto foram os testes realizados por Wirjantoro e
colaboradores (2001), em que o leite adicionado de nisina e aquecido a 115 °C
por 2 segundos, foi microbiologicamente e sensorialmente aceitavel depois de
28 dias, além de ndo apresentar off-flavors ao longo de um tempo de prateleira
de 32 dias. Da mesma forma, em estudo posterior, ndo houve crescimento
microbiano em leite tratado simultaneamente com a nisina e calor (117 °C por 2
segundos) ap6s o armazenamento a 10 °C por 1 ano. O leite tratado desta
maneira foi facilmente distinguivel e preferido ao leite UHT em ensaios de

analise sensorial.

2.7 Modelagem cinética de inativacao térmica

Modelos cinéticos de destruicdo térmica sdo essenciais para o
desenvolvimento de novos processos considerando a seguranca alimentar e
gerando maximizacdo da retencdo de fatores de qualidade (AWUAH et al.,
2007). Assim, para a eficaz combinacdo de bacteriocinas com tratamento
térmico é essencial que se determine os modelos cinéticos que regem o
comportamento dessas substancias antimicrobianas em processamentos que
usam calor.

Modelos matematicos consistem em equacdes que fornecem uma saida
com base em um conjunto de dados de entrada. E uma forma concisa de

expressar comportamento fisico em termos matematicos. O objetivo da
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modelagem matematica de inativacao térmica € avaliar o efeito de diferentes
tratamentos térmicos sobre a atividade residual, podendo entdo estimar a
perda de atividade durante o tratamento, sem a necessidade de executar
ensaios numerosos (VAN BOEKEL, 2008). Modelagens de inativacdo tém sido
descritas para microrganismos, componentes de alimentos e enzimas (NAIM et
al., 2008; BLASCO et al., 2004; SHALINI et al., 2008). Considerando-se que a
inativacdo prossegue normalmente através de uma rede de reacdes, incluindo
a desnaturacao, agregacéao, coagulacao e decomposicdo quimica, os modelos
cinéticos sao baseados em mecanismos diferentes: de primeira ordem, reacdes

consecutivas e paralelas (Tabela 1).

Tabela 1. EquacBes cinéticas de inativacdo térmica para analisar a estabilidade térmica do
peptideo P34.

Modelo (n° Equacdo) Equacgao Referéncia
Primeira ordem (1) A LUDIKHUYZE
o = exp(kt)
et al., 1999

Distribuicédo de| A :exd— bt”) WEIBULL, 1951

) Ao
Weibull (2)
Ordem n (3) A

A a4 (n-2)xkd LUDIKHUYZE

et al., 1999

Duas fracoes (4) CHEN e WU

A = axexpg-k t)+(1-a)xexp-kt)
1998

Conversao fracionada | A RIZVI e TONG

—=Ar+(A - A )xexp-kt)
(5) 1997
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Nas equacBes, A representa a atividade antimicrobiana (UA ml™?) no
tempo t (min), Ao é a atividade inicial (UA ml™*) e k (min™) é a constante de
inativacao térmica em uma dada temperatura.

A cinética de primeira ordem (Eqg. 1) ja foi relatada descrevendo a
inativacdo térmica da bacteriocina cereina 8A (LAPPE et al., 2009b) e varias
enzimas (LUDIKHUYZE et al., 1999). Os parametros temperatura-dependentes
dessa modelagem sédo dados pela equacdo de Arrhenius (Equacao 6), que

descreve a relagdo entre a constante de inativacéo térmica (k) e a temperatura.

In(k) = In(C) - FET (6)

onde C é a constante de Arrhenius, Ea € a energia de ativacdo, R a constante
universal dos gases e T € a temperatura absoluta.

Para enzimas ha modelagens cinéticas que sugerem que a perda de
atividade pode ser descrita pela soma de duas decaidas exponenciais, uma
para parte termoldbil da enzima e outra para a porcao termorresistente da
molécula ativa (Eq. 3-5). k. e kg sdo a constante de inativacao térmica para a
reacdo de primeira ordem para a fracdo labil e resistente, respectivamente. O
coeficiente a representa a fracdo ativa do grupo térmico labil em relacdo a
atividade total (CHEN e WU, 1998; WEEMAES et al., 1998). Converséo
fracionada se refere a um processo de inativacdo de primeira ordem e leva em
conta a ndo inativacdo total da atividade enzimética apds aquecimento

prolongado, devido a presenca de uma fracdo extremamente resistente ao
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calor (RIZVI e TONG, 1997). n é a ordem da reagdo no modelo de ordem
variavel.

O padrdo de distribuicdo de Weibull (WEIBULL, 1951) se baseia no
pressuposto de que, nas condicbfes analisadas, a taxa momentanea da
sensibilidade térmica ao calor € um fator da intensidade do aquecimento
transiente e a atividade residual, e ndo da taxa na qual a atividade residual foi
atingida (PELEG e PENCHINA, 2000). Eqg. (2) representa a forma cumulativa
da distribuicdo de Weibull. O parametro b da distribuicdo de Weibull é
caracteristica de cada reacdo e equivale a taxa de reacdo térmica.
Diferentemente da reacdo de primeira ordem, em que a taxa de inativacao
térmica é constante (k), o parametro b da distribuicdo de Weibull é dependente
da temperatura. Esta dependéncia pode ser expressa algebricamente pela
equacdao log-logistica (CORRADINI e PELEG, 2004), de acordo com a equacéo

7:

b(T) = log,{1+exdk' (T -T.)] } (7)

onde Tc e k' sdo constantes, sendo que Tc marca o nivel de temperatura em
que a inativacdo comeca a acelerar e k' € a taxa com que b(T) aumenta com o

aumento da temperatura.

19



3. OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi avaliar a estabilidade térmica do peptideo
antimicrobiano P34.

O trabalho tem como objetivos especificos:

* Determinar a equacdo matematica que melhor descreve a cinética de
inativacdo do peptideo antimicrobiano P34 em solucdo tampéo fosfato
de sédio 10 mM pH 7,0;

* Auvaliar a influéncia de pH acido e a presenca de cloreto de sodio na
estabilidade térmica da bacteriocina P34;

e Cédlculo dos parametros cinéticos e termodindmicos de inativacao
térmica;

* Avaliar a estabilidade térmica da bacteriocina P34 em leite desnatado e

integral, calculando os parametros cinéticos e termodinamicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no laboratério de Bioquimica e Microbiologia
Aplicada no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, RS, Brasil).

4.1 Manutencgdo dos microrganismos

O microrganismo produtor da bacteriocina foi o Bacillus sp. P34, isolado
do intestino do peixe Piau-com-pinta, proveniente da bacia Amazbnica
brasileira (MOTTA et al., 2004). O microrganismo indicador para atividade
antimicrobiana foi L. monocytogenes ATCC 7644. As culturas foram mantidas
em &gar BHI a 4C. A cada 7 dias, essas culturas fo ram inoculadas em novas
placas de agar BHI e incubadas por 24 horas a 37 T. O estoque foi feito do

cultivo em caldo BHI, contendo 20% de glicerol e armazenado a —20 <.

4.2  Producao da bacteriocina P34

A producdo da bacteriocina P34 foi obtida como descrita por Motta e
colaboradores (2007a). Para a padronizacdo do indculo da bactéria produtora
da bacteriocina P34, colénias do microrganismo produtor foram coletadas por

raspagem de placas e transferidas para frascos com 20 ml de caldo BHI. A
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cultura foi incubada a 37 C (temperatura de melhor crescimento do Bacillus sp.
P34) por 24 horas em equipamento incubador com agitacdo (120 rpm). Uma
aliquota de 1,5 ml do inéculo foi transferida para 150 ml de caldo BHI e
incubado a 30 T (temperatura o6tima de producdo da bacteriocina) por 24
horas, em equipamento incubador com agitacao (120 rpm). Para a obtencéo da
substancia antimicrobiana, o cultivo em caldo foi centrifugado a 10.000 x g por
15 minutos a 7<C, para separar as ceélulas bacterian as do sobrenadante bruto
do meio de cultivo.

Seguindo protocolo de Motta e colaboradores (2007a), o sobrenadante
bruto foi submetido a precipitacdo com sulfato de aménio a 20 % de saturacao,
em banho de gelo a 10C, sob agitacdo. Apoés, houve nova centrifugacéo e o
pellet foi ressuspendido com tampéo fosfato de sédio 10 mM pH 7,0 e filtrado
em membrana 0,22 um. A seguir, foi eluido com a mesma solugcédo tampao em
coluna de gel-filtracdo Sephadex G-100 e fragGes de 1 ml foram coletadas para

realizagéo do teste de atividade antimicrobiana.

4.3 Avaliagéo da atividade antimicrobiana

A avaliagéo da atividade antimicrobiana foi feita pelo Método de Difuséo
em Agar com Discos (KIMURA et al., 1998). Para o preparo da cultura
indicadora, foi feita a suspensao de L.. monocytogenes ATCC 7644 em tubo de
ensaio com solucdo de NaCl 0,85% padronizada com densidade otica de 0,15,
gue corresponde a 0,5 na Escala de McFarland, tendo-se aproximadamente
10® UFC mlI* (unidades formadoras de colénias por mililitro). A suspens&o foi

espalhada uniformemente sobre agar BHI com swab estéril, e aliquotas de 20
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pul da bacteriocina foram aplicadas sobre o agar BHI. As placas foram
incubadas a 37 T por 24 horas, sendo a presenca de halos indicativa da
presenca de atividade antimicrobiana. A quantificacdo da atividade
antimicrobiana da bacteriocina foi determinada pelo método da diluicao seriada
modificada. A atividade foi definida como sendo a reciproca da ultima diluicdo
que apresentou zona de inibicdo e é expressa em unidades arbitrarias por

mililitro (UA mI™), de acordo com Mayr-Harting e colaboradores (1972).

4. 4 Inativacdo Térmica

A estabilidade térmica da bacteriocina P34 foi avaliada de quatro formas
independentes: em condicéo ideal (solugdo tampé&o pH 7,0), em presenca de
cloreto de sddio, em meio acido e em leite. Primeiramente foram realizados
testes de inativacdo térmica da bacteriocina P34 em solugéo tampéo fosfato de
sédio 10 mM pH 7,0; em um segundo momento, a bacteriocina P34 extraida da
coluna de Sephadex G-100, foi adicionado 1% ou 5% de cloreto de sddio; em
outro experimento ao peptideo P34 extraido da cromatografia de gel filtragédo
foi adicionado HCI 0,5 mol I'* até que o pH da solucéo atingisse 4,5 ou 6,0; e,
finalmente, & bacteriocina P34 parcialmente purificada foi adicionado leite
desnatado ou integral em pd (adquirido no comércio local) na concentragdo
sugerida pelo fabricante para se obter leite fluido (0,1 mg ml™).

Devido a falta de tubos TDT, mais recomendados para o estudo de
cinética de inativagdo térmica, o protocolo utilizado foi aquele sugerido por
Lappe e colaboradores (2009b). Aliquotas de 1 ml de bacteriocina P34 foram

aguecidas em tubos selados, sofrendo entdo tratamento térmico em bloco
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térmico controlado em diferentes temperaturas. Os tubos foram retirados em
intervalos de tempos determinados e imediatamente resfriados. A atividade
antimicrobiana foi entdo determinada como descrita anteriormente. A atividade
apos 1 minuto de aquecimento (t = 0 min) foi considerada como a atividade
inicial, eliminando desse modo os efeitos do aquecimento. Isso para assegurar
que a temperatura no centro geometrico do tubo esteja ha mesma temperatura
do bloco térmico, caracterizando o experimento como isotérmico. Os
experimentos foram realizados em duplicatas. O peptideo P34 foi incubado em

uma faixa de temperatura entre 90 C a 120 C.

4.5 Comparacao de modelos

A comparacdo entre modelos foi realizada para a bacteriocina P34 em
solucdo tampéo fosfato 10 mM pH 7,0. Os resultados de atividade residual
apos tratamento térmico foram adequados aos modelos apresentados na
Tabela 1 e parametros de ajuste dos dados experimentais as equacdes foram
analisados.

Para a comparacdo dos ajustes obtidos por regressdo n&ao-linear,
parametros estatisticos e critérios fisicos foram considerados. Critérios
estatisticos incluiram o coeficiente de correlacdo (R?), qui-quadrado (x°) e
critério de informacéo de Akaike (CIA) (HURVICH e TSAI, 1989).

Qui-quadrado (x?) foi utilizado para comparar modelos de inativacio
térmica de enzimas (SCHOKKER e VAN BOEKEL, 1997; CORRADINI e

PELEG, 2004) e é dada por:

24



2

)(2 - z (amensured - apredicted) (8)
(n-p)

Quando os modelos com diferentes nimeros de parametros séo
comparados, a soma dos quadrados dos residuos pode ndo dar informacdes
suficientes para a distincdo entre os modelos. O critério de informacéo de
Akaike (CIA) produz um ranking de modelos parcimoniosos quando o0 numero
de dados experimentais € pequeno, ou quando 0o numero de parametros
ajustados € uma fracdo moderada de um grande numero de dados. Este
critério compara os modelos de sua soma de quadrados, corrigido para o
namero de parametros (HURVICH e TSAI, 1989).

O CIA tem sido o método de comparacgdo estatistico de inativacédo
térmica utilizado para analisar a modelagem matemética de enzimas
(SCHOKKER e VAN BOEKEL, 1997; VAN DEN HOUT et al., 1999) e é definido

em trabalho de Van den Hout e colaboradores (1999) como:

Z (ameas.lred - apredicted )2 + n(n + p)
n n-p-2

CIA= nln( %)

onde n € o numero de observacbes e p o numero de parametros.
O modelo com o menor X% CIA e com maiores valores de R? para a
atividade antimicrobiana residual € a melhor escolha de um ponto de vista

estatistico. Além disso, a estimativa de um ou mais parametros negativos pela
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analise de um dado modelo foi considerado como critério de rejeicdo da

equacao.

4.6 Andlise cinética de inativacao

No processamento com uso de calor, € comum caracterizar as reacdes
de primeira ordem em termos de valores D e z (TDT - tempo de morte térmica).
O tempo de reducado decimal (Valor D) é o tempo necessério para uma redugao
de 90% da atividade inicial a uma dada temperatura. E obtido através da
plotagem dos valores de atividade antimicrobiana em uma escala logaritmica

versus o correspondente tempo de processamento. Ele é obtido pela equacéo:

_Ino)
k

D (10)

O valor z é a temperatura necessaria para reduzir o valor de log D uma
unidade, e € obtida plotando os valores de D em uma escala logaritmica versus
as temperaturas correspondentes (STUMBO, 1973).

Os valores de meia-vida (t12) foram obtidos pela equagéo:

_In(2)
t1/2 - T (11)
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4.7 Anélise termodinamica de inativacéo

As constantes de inativagao (valor k) podem seguir a lei de Arrhenius
(Eqg. 6), que descreve a relagdo entre a constante de inativagéo térmica (k) e a
temperatura.

A Ea pode ser obtida pela equagéao de regressao linear de In (k) vs 1/T
dos dados obtidos, e comparada com a equacao que rege essa lei.

Com isso, através da teoria de estado de transicdo (Eq. 12-14), foi

possivel calcular a entalpia de inativacdo (AH"), a energia livre de inativacdo

(AG") e entropia de ativacdo (AS ) pode ser calculado pelas expressées:

AH* =E_-RT 12)
AG* = —R.T.In( kh j (13)
B
#_ #
AS* = AR -AG = aG (14)

onde h (6,6262 x 10™* J s) é a constante de Planck e kg (1,3806x 102 J

K™) é constante a Boltzmann.
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4.8 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados pela comparacdo entre as
meédias de duplicatas, através de analise de variancia e posterior teste de
Tukey pelo software Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK), sendo as

diferencas consideradas significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O peptideo P34 foi anteriormente relatado como inibidor de uma ampla
gama de importantes bactérias, incluindo microrganismos patogénicos e
deteriorantes, como L. monocytogenes, B. cereus, Erwinia carotovora e
isolados clinicos de Aeromonas hydrophila. Ainda manteve-se estavel em
temperaturas de até 100 C, além de nado perder atividade antimicrobiana
quando em ampla faixa de pH (MOTTA et al., 2007b). Com isso, ela se
apresenta como potencial antimicrobiano a ser usado como alternativa a

conservantes usualmente utilizados no controle bacteriano.

5.1 Comparagdo de modelos de inativagdo térmica
Foram testadas diversas equacdes de cinética de inativacdo térmica
para ajustar os dados experimentais. Os resultados para a adequacao das

atividades residuais para os diferentes modelos sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Adequacdo dos modelos selecionados para representar a inativacdo térmica da

bacteriocina P34 em solucdo tampéo fosfato 10 mM pH 7,0.

Modelo (Equacao) R? X CIA Anélise
Primeira ordem (1) | [0.899;0.995] [0.0006:0.0095] | [-31:-15] Aceito:
Distribuicdo de BaFI)X;)rglroL]J esttreogos
Weibull (2) [0.898,0.997] [0.0002;0.012] |[-29;-11]| dependentes da
temperatura;
rejeitado;
. Baixos valores de
Ordem n (3) [0.47:0.99] | 16 0002:0.126] | [-32:37] | R%e altos de CIA e
x°.; rejeitado;
Duas fragoes (4) | [0.959:0-995]| 14 1006:0.0147] | [-24;24] |  ki=k<; rejeitado:
Conversao [0.908:0.998] Parametros
' T [0.0002;0.014] | [-31;24] | estimados foram

fracionada (5)

negativos; rejeitado

Os modelos que sugerem a existéncia uma fragdo labil e resistentes

também foram testados. Para equacdo de ordem n (Eq. (3)), o modelo n&o

rendeu valores adequados de R? em altas temperaturas, e os valores de CIA e

x? foram muito superiores em comparacdo com outros modelos (Tabela 2).

Para o modelo de duas fragcdes (Eq. (4)), os resultados mostraram que 0s

parametros de taxa de inativacdo de ambas as fracdes foram iguais, indicando

que a inativacdo da bacteriocina P34 ocorre em apenas uma etapa. Para a

conversao fracionada (Eg. (5)), o modelo ndo pode explicar a inativagéo da

bacteriocina P34, porque os valores das constantes obtidos na analise

estatistica foram negativos. Assim, este modelo foi rejeitado para a modelagem

da inativacdo térmica do peptideo.
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A validacédo da aplicabilidade e utilidade do modelo de distribuicdo de
Weibull foram discutidos recentemente (PELEG e COLE, 1998; VAN BOEKEL,
2002; SHLEVIN et al., 2003). Esse modelo tem sido proposto para explicar a
inativacdo térmica de enzimas (SHALINI et al., 2008) e microrganismos
(CORRADINI e PELEG, 2007), por isso esse modelo foi avaliado para sua
aplicabilidade aos dados experimentais de inativacdo do peptideo P34.
Modelos de reacdo de primeira ordem e de distribuicdo de Weibull renderam
um bom ajuste para os dados, com valores de R? x? e valores CIA muito
semelhantes. Os valores de R? para 0 modelo de primeira ordem variaram de
0,899 a 0,995, enquanto a distribuicdo de Weibull os valores de R? variaram
entre 0,898 e 0,997. Valores de CIA para a reacao de primeira ordem foram
inferiores aos do padrdo de Weibull, variando de -31 a -15 e -24 a -11,
respectivamente. O x? variou de 0,0006 e 0,0095 para o modelo de primeira
ordem e entre 0,0002 to 0,012 para o padrao de Weibull, indicando um ajuste
similar para ambos os modelos.

Os valores obtidos para os critérios analisados foram muito semelhantes
para ambos os modelos, o que ndo permite escolher um deles para melhor
representar a degradacao térmica da bacteriocina P34. Assim, os parametros
dependentes da temperatura obtidos para equacéo de primeira ordem (valores
k) e de distribuicdo de Weibull (valores b(T)) foram ajustados aos modelos de
Arrhenius (Eq. (8)) e log-logistica (Eq. (7)). O R? para a equacdo de Arrhenius

forneceu um bom ajuste para os dados com valor de R? de 0,94 (Figura 2).
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Figura 1. Equacéo de Arrhenius para as constantes de inativagao térmica da bacteriocina P34
em solucdo tampéo fosfato 10mM pH 7,0. A equacédo de regresséo foi definida como —In(k) =

191,135 + 8671,1T™ R? = 0,938.

Para os parametros do modelo Weibull da equacéao log-logistica obteve-
se um valor muito baixo para R? (0,10 para o modelo Weibull), conforme

mostrado na Figura 3.
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Figura 2. Dependéncia da distribuicdo de Weibull coeficiente b em funcdo da funcéo log-
logistica da bacteriocina P34 em solugdo tampdo fosfato 10mM pH 7,0.. A equacdo de

regresséo foi determinada como b(T)=log, (1+ exp( -0,02132 (T - 205,643)); R?=0,10.

A falta ajuste para os dados experimentais padrdo de Weibull indica que
o modelo de primeira ordem é o modelo mais adequado para explicar a

inativacao térmica para a bacteriocina P34 nas condi¢des estudadas.
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5.2 Analise cinética de inativacdo térmica em solug

7,0

ao tampao pH

Os resultados obtidos para inativacdo térmica de 90, 100, 110, 115 e

120 € para a bacteriocina P34 em tampé&o fosfato 10 mM pH 7,0 sdo

mostrados na Figura 3. Um comportamento exponencial pode ser observado, e

os dados experimentais se ajustam bem as curvas de tendéncia do modelo de

primeira ordem. Como esperado, a atividade antimicrobiana diminuiu com o

aumento do tempo de aguecimento, bem como em altas temperaturas.

0,9 A

0,8 -

0,7

0,6 -

0,5

A/A0

0,4

0,3 -

0,2 A

0,1

> 0O

K
o

20

40

60 80 100 120 140 160 180 200
Tempo (min)

Figura 3. Inativacdo térmica do peptideo P34 a 90 (0), 100 (x), 110 (A), 115 (o), 120 °C Os

desvios padrdo foram sempre menores que 8%.
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A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para valores k, D e z para

bacteriocina P34 para os tratamentos de calor entre 90 e 120 °C.

Tabela 3. Os parametros cinéticos de inativacédo térmica do peptideo P34 em solucao tampéo

fosfato 10mM pH 7,0.

Temperatura (°C) k'(mn?) |R? tyo (Min) | D (min) | z (T)
120 0,0586+0,001 | 0,9955 11,83 39,30
115 0,0368+0,002 | 0,9722 18,86 62,66
110 0,0340+0,001 | 0,9595 20,37 67,66 | 37,74
100 0,0123+0,001 | 0,8979 56,58 | 187,97
90 0,0102+0,001 | 0,9583 68,29 | 226,86

*Desvio padrao de regressao (intervalo de confianca de 95%).

A constante da velocidade de inativacdo térmica aumenta com o
aumento da temperatura. Os valores D diminuiram com o aumento da
temperatura, indicando, como esperado, mais rapida inativacdo em
temperaturas mais elevadas. Pode-se observar que os valores D estdo entre
39 e 226 minutos para temperaturas entre 120 e 90 °C. O efeito da temperatura
sobre os valores de D € mostrado na Figura 4, e o valor de z calculado para a
faixa de temperatura estudada (90-120 ) foi de aproximadamente 38 T

(Tabela 3).
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Figura 4. Variacdo do tempo de reducdo decimal (D) em funcéo da temperatura de inativagédo

da bacteriocina P34.

O valor z para o peptideo P34 em solucao tampao fosfato 10mM pH 7,0
foi obtido pela analise do grafico da Figura 4. Os valores z de degradacao de
nutrientes (25-45 ) séo geralmente maiores do que a inativagcdo microbiana
(7-12 ) (AWUAH et al., 2007). De fato, as diferencas entre os valores D e z
de microorganismos e 0s nutrientes sado exploradas para otimizar processos
térmicos e pode ser analisado também para manter a atividade antimicrobiana
apos o tratamento. Valores D e z obtidos para bacteriocina P34 indicam que a
bacteriocina pode ser utilizada em condi¢cdes de pasteurizacdo HTST (altas

temperaturas por curtos tempos) ou mesmo em condicdes de esterilizacdo de
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alimentos enlatados, 121 C por até 20 minutos (MON TEVILLE e MATTHEWS,
2008), mantendo parte de sua atividade antimicrobiana. Bacteriocina P34 pode
ter ligagcOes dissulfeto intramolecular na estrutura (MOTTA et al;, 2007a), o que

estd em concordancia com o fato de ser um composto inibitério termoestavel.

5.3 Analise cinética de inativacéo térmica em condi  ¢Oes de estresse

Aplicacbes biotecnoldgicas de proteinas bioativas sao altamente
dependentes de parametros tais como pH, concentracdo de sal e estabilidade
térmica em altas temperaturas (BASU et al., 2008; GOUDA et al., 2003;
SCHOKKER e VAN BOEKEL, 1999). Quando as células sdo expostas a uma
combinacao de fatores antimicrobianos, a intensidade do dano pode ser maior,
dado que alguns dos fatores antimicrobianos podem atuar no mesmo alvo
celular. A reparacdo de danos multiplos também pode exigir custos de energia
muito maior, levando ao esgotamento de energia e morte celular. Portanto, as
probabilidades de sobrevivéncia e proliferacdo de células confrontadas com
obstaculos multiplos sdo muito baixas. Além disso, a sinergia entre o0s
diferentes fatores antimicrobianos pode permitir o uso de doses mais baixas em
relacdo a sua aplicacgéo individual (GALVEZ et al., 2007). Vessoni Penna e
Moraes (2002) verificaram que o valor de D de Bacillus cereus em leite foi
reduzida na presenca de nisina em até 40% a temperaturas na faixa de 80-100
° C. Neste sentido, técnicas combinadas para reduzir a aplicacao de calor em
alimentos vém ganhando maior atencéo. Bacteriocinas tém sido utilizadas em
tecnologia de obstaculos, que combina diferentes métodos para inibir o

crescimento microbiano (CLEVELAND et al., 2001).
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A combinacdo da bacteriocina P34 com outros obstaculos, tais como
adicao de sal, tratamento térmico e diminuicdo de pH deve receber destaque a
ser adotado como alternativa para conservacédo de alimentos com reducédo de
perdas de fatores de qualidade. Portanto, a estimativa dos parametros cinéticos
e da influéncia de aditivos, tais como reducao de pH e adicao de sal, ajudam a
compreender o seu comportamento durante o processamento térmico, que é
muito importante para a sua aplicacédo na industria de alimentos.

Com isso, a influéncia da reducédo do pH e da adicao cloreto de sédio
(NaCl) na cinética de inativacdo térmica do peptideo P34 também foi avaliada.
Aliguotas da bacteriocina P34 em pH 4,5 e 6,0 ou com adicdo de 1% e 5% de
sal (em pH 7,0) foram tratadas termicamente por até 300 minutos em
temperatura entre 90 a 120 C e a atividade residua | foi determinada.

Foram realizados testes controle dos meios, como descrito na se¢éo 3.3,
sem a presenca do peptideo P34, para averiguar se a inibicdo da cultura
indicadora ndo seria devido ao baixo pH do meio ou a presenca de NaCl. Nao
foi verificada atividade antimicrobiana pelos controles (dados ndo mostrados),
indicando que os halos de inibicdo dos testes com o peptideo P34 foram devido
a presenca da bacteriocina.

Também foram realizados testes controle dos grupos de experimento em
temperatura ambiente, para verificar se a perda de atividade antimicrobiana do
peptideo P34 ndo seria afetada pelo seu tempo de exposicdo ao meio
modificado. N&o foi verificada perda atividade antimicrobiana pelos controles
(dados nao mostrados), indicando que a inativacao da bacteriocina foi devido a

sua exposicao ao calor.
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AJA,

A inativacdo da atividade antimicrobiana do peptideo P34 em meio
modificado (acido ou em presenca de NaCl) apresentou comportamento
exponencial, como mostrado na Figura 5 e ainda mostrou bom ajuste a
equacdo de primeira ordem como mostram os valores de R®> mostrados na
Tabela 4. Nesta Figura, os simbolos referem-se a média dos valores

experimentais, enquanto que as linhas correspondem aos valores

experimentais ajustados a Eq. (1).

Tempo (min) Tempo (min)
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AdA,

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 5. Inativacdo térmica da bacteriocina P34 modelada pela equacdo de reacdo de
primeira ordem a 90 (x), 100 (0), 110 (A), 115 (o), 120 °C (¢). (A) em pH 4,5, 0% de NacCl, (B)

em pH 6,0, 0% de NacCl, (C) em pH 7,0 e 1% de NacCl, (D) em pH 7,0, 5% de NacCl.

Como esperado, a taxa de inativacdo da atividade antimicrobiana
aumentou com o tempo de aquecimento. Os parametros cinéticos de inativacéo
térmica do peptideo P34 em diferentes condi¢cdes de estresse estdo mostrados

na Tabela 4.
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Tabela 4. Pardmetros cinéticos de inativacdo térmica da bacteriocina P34 em diferentes

condicdes de pH e de sal.

pH | NaCl (%) | T (°C) k* (min ™) R® | ty2 (min) | D (min) | z (T)
120 | 0,0586+0,001%*| 0,996 | 11,83 39,30
115 | 0,0368+0,002% | 0,972 18,86 62,66
0.0 110 |0,0340+0,001%[ 0,959 | 20,37 | 67,66 | 37.74
100 | 0,0123+0,001%*| 0,898 | 56,58 187,97
90 | 0,0102+0,001% | 0,958 68,29 226,86
120 | 0,0825+0,002° | 0,992 8,40 27,91
115 |0,0489+0,003" | 0,990 | 14,18 47,09
70| 1.0 110 [0,02000,002° | 0,972 | 34,37 | 114,18 | 3731
100 | 0,0105+0,001% | 0,905 48,82 162,18
90 |0,0094+0,001%| 0,979 | 73,89 245,45
120 |0,0700+0,005*| 0,977 9,90 32,89
115 | 0,0320+0,001% | 0,991 21,66 71,96
5.0 110 |0,0250+0,005*°| 0,976 | 27,73 92,10 24,20
100 |0,0116+0,004%"| 0,932 59,75 198,50
90 |0,0033+0,004° [ 0,958 | 210,05 | 697,75
120 | 0,0895+0,002° | 0,993 7,79 25,87
115 |0,0589+0,011° | 0,991 11,75 39,03
6.0 110 [0,0363+0,010*°[ 0,994 | 19,25 | 63,96 | 3333
100 |0,0160+0,001%| 0,952 | 43,32 143,91
90 |0,0117+0,002%| 0,956 | 57,86 191,01
0.0 120 | 0,1632+0,001° | 0,988 4,25 14,13
115 | 0,1137+0,003° | 0,994 6,08 20,20
45 110 | 0,0372+0,001°| 0,984 | 18,73 62,23 27,17
100 | 0,0290+0,002° | 0,970 23,90 79,40
90 |0,0120+0,007%| 0,897 | 57,52 192,05

*Desvio padrao de regressao (intervalo de confianca de 95%).

a,b,c

diferenca significativa (p<0,05) para cada temperatura entre 0s grupos de experimento.
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O efeito da temperatura sobre os valores de D € mostrado na Figura 6,
da qual foram calculados os valores z para a faixa de temperatura estudada

(90-120 ) e mostrados na Tabela 4.

2,5 A

1,5

log (D)

0,5 -

O T T T 1
85 95 105 115 125

Temperature (°C)

Figura 6. Variacdo do tempo de reducdo decimal (D) em funcdo da temperatura para
inativac@o da bacteriocina P34. (¢0) em pH 4.5, 0% de NaCl; (o) em pH 6,0, 0% de NaCl; (0) em

pH 7,0, 1% de NaCl; (x) at pH 7,0, 5% de NaCl.

Os resultados para pH 7,0 sem adicéo de sal sdo os mesmos mostrados
na Tabela 3. Os resultados para a combinacdo da bacteriocina P34 com
salinizacdo e acidificacdo e processamento térmico mostram que em menores
valores de pH menor foi a estabilidade da bacteriocina. Em pH 4,5 os valores k

sdo maiores significativamente (p<0,05) para a faixa de temperatura 120-100
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T, em relacdo ao seu comportamento em solugcdo tamp &o pH 7,0. Para os
experimentos com pH 6,0, a inativacdo foi mais rapida de forma significativa
(p<0,05) para as temperaturas 120 e 115C, em relacdo ao seu comportamento
em solucéo tampé&o pH 7,0.

Os valores k em pH 4,5 variaram entre 0,163 e 0,012 min™ e em pH 6,0
que variaram entre 0,089 e 0,012 min™. Os valores D em pH 4,5 variaram de
14 a 191 minutos, enquanto em pH 6,0 o parametro cinético variou entre 26 e
192 minutos. Estes valores sao inferiores aos encontrados em pH 7,0, o qual
variou 39-226 min e 0,0586-0,0102 min™ para valores D e k, respectivamente.
Os resultados sugerem que o meio acido altera a molécula do peptideo
tornando-0 mais suscetivel a inativacdo quando em presenca de altas
temperaturas.

A termoestabilidade do peptideo P34 diminuiu significativamente
(p<0,05) devido a adicdo de 1% cloreto de sb6dio nas duas maiores
temperaturas estudadas e aumentou a estabilidade (p<0,05) a 110 €. A meia-
vida da bacteriocina diminuiu 3,4 minutos com a adicédo de 1% de sal a 120 °C
(em comparacao a solucao tampao pH 7,0 sem adicdo de NaCl). A 115 °C o
valor D diminuiu de 62,66 minutos para 47,09 minutos. Este fato concorda com
o descrito por Lee e colaboradores (1993), pois cloreto de sodio pode induzir
mudancas conformacionais de bacteriocinas, facilitando a inativacdo do
peptideo devido ao tratamento térmico.

Evento similar aconteceu com a adicdo de 5% de cloreto de sédio ao
peptideo P34 em pH 7,0. Para as temperaturas 110 e 90 C o peptideo teve

sua estabilidade térmica aumentada (p<0,05) em comparacdo ao experimento
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sem sal. Para as demais temperaturas ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) em relacdo ao teste padrédo (sem adicdo de sal). Os valores k
variaram de 0,07 a 0,0033 min, enquanto os tempos de meia-vida variaram de
9,90 a 210 minutos.

O valor z diminuiu 11,7% quando o pH foi reduzido de 7,0 para 6,0, e
diminuiu em 28% quando o pH foi reduzido para 4,5. A adicdo desta
quantidade de sal diminuiu o valor z de 37,74 ° C para 37,1 °C.

A atividade da nisina foi antagonizada pela baixa concentracao de NacCl
(BOUTTEFROQY et al., 2000). A adicdo de NaCl também diminuiu a atividade
antilisterial de acidocina (a 10-20 g I'; CHUMCHALOVA et al., 1998), actocina
(entre 50-70 g I'; VIGNOLO et al., 1998), leucocina (a 25 g I* NaCl;
HORNBZK et al., 2006), e pediocina (menos 65 g I* NaCl; JYDEGAARD et al.,
2000).

A 90 € a adicdo de 5% de NaCl aumentou significativamente a
estabilidade do peptideo P34. O efeito protetor do cloreto de sodio pode ser
devido a interferéncia de interacfes idnicas entre as moléculas da bacteriocina
(BHUNIA et al., 1991; THOMAS e WIMPENNY, 1996). Assim como para 0s
experimentos com diminuigéo de pH, o valor z da bacteriocina diminuiu com a
adicdo de 5% de cloreto de sodio. O valor z diminuiu de 37,74 para 24,2 °C
devido a adicédo de 5% de cloreto de sodio.

Maiores valores de reducao decimal foram encontrados para inativacao
térmica de lisozima com concentracfes crescentes de cloreto de sodio. A
analise calorimetria diferencial de desnaturacdo de lisozima indicaram maior

estabilidade térmica da substancia com cloreto de s6dio em concentracdes de
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0,1 M & 1,0 mol I'*, sugerindo que interacdes hidrofébicas contribuem para uma
maior estabilidade (MYERS, 1990; MAKKI e DURANCE, 1996).

O que foi verificado neste trabalho € que a presenca de cloreto de sodio
torna o peptideo menos estavel em altas temperaturas de processamento, e
aumenta sua estabilidade em temperaturas mais baixas. Em meios
acidificados, o peptideo P34 também tem diminuido sua resisténcia térmica.
Isso ocorre, possivelmente, devido a mudanca na conformacdo da molécula
que as condicbes de estresse podem gerar na sua estrutra. Porém, em ambos
0S casos, 0s dados cinéticos da bacteriocina indicam que ela pode ser utilizada
em condicOes de pasteurizacdo e esterilizacdo, mantendo parte de sua

atividade antimicrobiana ap0s o tratamento térmico.

5.4 Analise termodinamica de inativacdo térmica em diferentes
condicbes

Para determinar o potencial industrial de bacteriocinas, € essencial para
compreender as suas relacdes de estabilidade da estrutura. Portanto, a
estimativa dos parametros termodinamicos ajuda a compreender o mecanismo
provavel de desnaturacdo, que € muito importante nos processos que utilizam
calor.

A representacao do logaritmo da taxa de inativacdo contra o reciproco
da temperatura permite calcular a energia de ativacdo (Ea), comparando a
equacao dos dados experimentais com a equacao de Arrhenius (Eqg. (3)). Com
isso, a partir da Figura 7, foi possivel obter os valores de Ea para cada

condicdo em que foi estudada a inativagdo da bacteriocina P34. O valor da Ea

45



para o peptideo P34 em solucdo tampao 10 mM pH 7,0 foi obtido pela analise

de regresséao da Figura 2.
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Figure 7. Grafico da plotagem das constantes de inativagdo em funcéo da temperatura de para
a equacédo de para a bacteriocina P34. (A) em pH 4,5 com 0% NacCl; (x) em 6,0 com 0% NacCl,

(0) em pH 7,0, com 1% de NaCl; (o) em pH 7,0 com 5% de NacCl.

Valores de Ea para a bacteriocina P34 em diferentes condi¢cdes de pH e
de concentracdo salina sdo mostrados na Tabela 5. A energia de ativacao pode
ser vista como a barreira de energia que as moléculas precisam atravessar a
fim de poder reagir. A proporcao de moléculas capazes de reagir aumenta com
a temperatura, o que explica qualitativamente o efeito da temperatura sobre as

taxas de inativacdo (VAN BOEKEL, 2008). Para bacteriocina P34 em solucéo
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tampao fosfato 10 mM pH 7,0 foi necessaria a absorcao 72 kJ do meio externo
para iniciar sua inativacdo em temperaturas entre 90 e 120 C. Cereina 8A,
uma bacteriocina relativamente termoestavel, necessitou de 105,7 kJ para
comecar a sua inativacdo em uma faixa de temperatura entre 70-82 C (LAPPE

et al., 2009b).

Tabela 5. Valores de energia de ativacdo (Ea) térmica da atividade antimicrobiana da

bacteriocina P34 em diferentes condi¢des de solucéo.

NaCl (%) pH Ea (kJ mol )
4,5 100,00
0,0 6,0 81,48
72,00
1,0 7,0 82,78
5,0 112,72

A Ea aumentou com a reducdo do pH da solucdo. A Ea para a
bacteriocina em pH neutro foi de 72,00 kJ mol™, 81,48 kJ mol* em pH 6,0 e
100,00 kJ mol™ a 4,5. Bacteriocina P34 na presenca de 1% de cloreto de sédio
apresentou uma energia de ativacdo de 82,78 kJ mol* e aumentou para
112,72 kJ mol™ quando a concentracéo salina foi elevada para 5%. Isso sugere
que para a inativagcado da bacteriocina, a substancia antimicrobiana necessita
absorcdo de menos energia para iniciar sua inativacdo em solugédo tampéo
fosfato 10 mM pH 7,0. Uma alta energia de ativacéo indica forte dependéncia
da temperatura, e que a reacao acontece de forma muito lenta em baixas
temperaturas, mas relativamente rapida em altas temperaturas (VAN BOEKEL,

2008).

47



Inativacdo €& conhecida por ser um processo em que a estrutura
secundaria, terciaria ou quaternaria de uma proteina € alterada sem romper
ligacbes covalentes (NAIDU e PANDA, 2003). As mudancas na entalpia e
entropia, para a inativacdo térmica de bacteriocina P34 em diferentes
condi¢cbes de solucao, que foram calculadas utilizando a teoria de transicdo de
estado, e sdo apresentados na Tabela 6.

Como a AH" e AS” s&o variacBes de entalpia e entropia de inativacéo,
respectivamente, esses parametros também fornecem uma medida do niamero
de ligagbes néo covalentes rompidas e a desordem associada a formacéo do

estado de transicdo da proteina (ORTEGA et al., 2004).

48



Tabela 6. Valores dos parametros termodindmicos de inativacdo térmica da atividade

antimicrobiana da bacteriocina P34 em diferentes condi¢fes.

NaCl 4 1 # 1 # 11
%) pH | Temperatura (K) | AH" (kJ mol ) | AG" (kJ mol 7) | AS™ (J mol ~K™)

393 96,74 103,04 -16,04

388 96,78 102,84 -15,62

4.5 383 96,82 105,06 -21,50

373 96,90 102,99 -16,31

363 96,99 102,80 -16,03

393 78,21 105,02 -68,20

388 78,26 104,96 -68,84

0,0 6,0 383 78,30 105,14 -70,09

373 78,38 104,83 -70,91

363 78,46 102,80 -67,06

393 68,82 106,43 -95,69

388 68,87 106,54 -97,10

383 68,91 105,37 -95,21

373 68,99 105,71 -98,44

363 69,07 103,36 -94,45

393 69,36 106,56 -94,66

388 69,41 106,35 -95,21

1,0 7,0 383 69,45 107,01 -98,08

373 69,53 106,13 -98,13

363 69,61 103,54 -93,46

393 109,45 105,80 9,29

388 109,49 106,94 6,59

5,0 383 109,53 106,30 8,44

373 109,62 105,83 10,16

363 109,70 106,70 8,27
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Os valores de AG” de inativacdo para todas as condicbes testadas na
solucéo da bacteriocina, mostradas na tabela 5, sdo bastante préximos e da
ordem de grandeza esperada para a desnaturacao de proteina (BUSTO et al.,
1999; ORTEGA et al., 2004). O desdobramento da molécula do peptideo P34
parece ser um passo determinante para a inativagdo térmica irreversivel nas
condigOes testadas.

Valores termodinamicos em pequenos intervalos de temperaturas sao de
dificil analise. A reducdo de pH aumentou os valores de AS* e AH” para a
andlise da mesma temperatura (Tabela 6). A 120 C, AS” para a bacteriocina
P34 em pH 7,0 foi de -95,69 kJ mol* K* e ocorreu um aumento para -68,20 kJ
mol? K e -16,04 kJ mol* K* quando o pH foi reduzido para 6,0 e 4,5,
respectivamente. J& a 100 C, por exemplo, os valores de AH* aumentaram
quando o pH da solucdo foi reduzido, variando de 68,99 kJ mol* em pH 7,0,
78,38 kd mol*em pH 6,0 e 96,90 kJ mol™* em pH 4,5.

Tem sido relatado que a o desdobramento de enzimas pode ser
confirmado por um aumento da entropia ou desordem de inativacdo. O
aumento na AS” indica também um aumento no nimero de moléculas da
bacteriocina P34 no estado de transi¢cdo, o que também resulta em menores
valores de AG" (USTOK et al., 2009). Em geral, a entropia de ativacdo tem um
papel dominante na inativacdo térmica de proteinas em solucfes aquosas
(BROMBERG et al., 2008).

Os valores negativos de AS” podem ser explicados pela possivel
agregacdo parcial da molécula desdobrada, a qual predomina durante a

exposicdo da proteina a altas temperaturas (DANNENBERG e KESSLER,
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1988). Em um estudo realizado por Bhatti et al. (2006) foi observado que a
abertura da estrutura da enzima invertase produzida por Fusarium solani foi
confirmada pelo aumento da entropia ou da desordem de inativacao.

A desnaturacdo de proteinas como a albumina do ovo de galinha
(NOHARA et al, 1999) e lactoglobulina de leite em baixas temperaturas e na
presenca de uréia (ADAMS, 1991) mostra uma AS” negativa, visto que o
arranjo das moléculas da agua aumenta nas proximidades dos residuos de
aminoacidos apolares, que sao expostos durante seu desdobramento (TAMS e
WELINDER, 1998). Este arranjo da dgua em torno de residuos hidrofobicos é
interrompido em temperaturas mais elevadas (THONGSOOK e BARRETT,
2005).

Os alimentos sao instaveis, do ponto de vista termodinamico, o que
significa que eles tém a tendéncia a mudar a partir de um estado de baixa
entropia e alta entalpia para o estado de alta entropia e baixa entalpia (VAN
BOEKEL, 2008). A desnaturacdo protéica é acompanhada pela ruptura de
muitas ligagbes nao-covalentes relativamente fracas que forma a estrutura
dobrada e resulta em um sistema menos organizado. O aumento da entropia
de ativacdo compensa a alta barreira de inativagcdo, o que faz com que a
energia livre de Gibbs seja suficientemente baixa e o processo de inativacéo

ocorra relativamente rapido (BROMBERG et al., 2008).

5.5 Analise cinética e termodindmica de inativacdo  térmica em leite

Modelos adequados de cinética de destruicdo térmica sdo essenciais

para a concepcao de novos processos assumindo um alimento seguro com
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maxima retencéo de fatores de qualidade (LENZ e LUND, 1980; VAN BOEKEL,
1996). O conhecimento sobre a cinética de inativacao térmica de peptideos
antimicrobianos em sistemas alimentares é um passo essencial para atingir
este objetivo.

Neste sentido, foi avaliada a estabilidade térmica do peptideo P34 em
leite desnatado e integral. Para isso, ao peptideo P34 em tampao fosfato 10
mM pH 7,0 foram adicionados 0,1 mg mi™ de leite em p6 desnatado ou integral.

O comportamento da atividade antimicrobiana residual em funcéo do

tempo de processamento térmico estd mostrado na Figura 8, para o leite em po

desnatado (A) e integral (B).

A/A0

250

Tempo (min)

Figura 8. Atividades residuais da bacteriocina P34 modelada pela equacdo de reacdo de
primeira ordem a 90 (0), 100 (x), 110 (A), 115 (o), 120 °C (0). (A) leite desnatado em po; (B) de

leite integral em p6. Os desvios padrao foram sempre menores que 6%.
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A inibicdo do peptideo P34 em leite segue uma reacdo de primeira
ordem como mostra os valores de R* da Tabela 7 e a Figura 8. Os dados em
tampao sdo os mesmos mostrados na Tabela 3.

Nos testes de estabilidade térmica do peptideo P34 em leite houve
escurecimento visual do meio, indicando a formacao de produtos da reacao de
Maillard (PRM) durante o experimento, visto a presenca de acgucares redutores
e aminoacidos no meio. Os PRM possuem atividade antimicrobiana
(EINARSON, 1987; RURIAN-HENARES e MORALES, 2008). Com isso, foram
realizados testes controle de atividade antimicrobiana, como descritos na secao
3.3, dos leites sem a presenca do peptideo P34, apds processamento térmico.
N&o foi verificada atividade antimicrobiana pelos controles, indicando que os
halos de inibicdo dos testes com o peptideo P34 foram devido a presenca da
bacteriocina (dados ndo mostrados).

Em temperatura ambiente, ndo foi verificada a perda de atividade do
peptideo P34 durante o tempo de experimento (3 horas) para ambos os leites
testados (dados ndo mostrados). Com isso a inibicdo da bacteriocina acontece

devido ao tratamento térmico aplicado nos testes.
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Tabela 7. Pardmetros cinéticos de inibicdo do peptideo P34 em leite desnatado e integral.

Meio |[T(CC)| R® k*(min™®) | tyo (min) | D (min) | z (T)
120 | 0,996 | 0,0586+0,001% | 11,83 39,29
115 | 0,972 | 0,0368+0,002% | 18,84 62,57
Tampdo | 110 | 0,959 | 0,0340+0,001% | 20,39 67,72 | 37,74
100 | 0,898 | 0,0123+0,001* | 56,35 | 187,20
90 | 0,958 | 0,0102+0,001° | 67,96 | 225,74
120 | 0,998 | 0,0714+0,003" | 9,71 32,26
115 | 0,959 | 0,0405+0,001° | 12,54 41,67

Leite
110 | 0,963 | 0,0276+0,0072 28,15 93,52 30,21
Desnatado
100 | 0,994 | 0,0170+0,001% 40,80 135,53
90 0,93 | 0,0070+0,003? 98,66 327,72
120 | 0,997 | 0,1346+0,030° 5,15 17,11
Lot 115 | 0,999 | 0,0553+0,001° 17,09 56,77
eite
110 0,92 | 0,0329+0,0022 21,04 69,88 20,49
Integral

100 | 0,917 | 0,0119+0,007% | 58,51 194,38
90 0,999 0,0000 a of

*Desvio padrdo de regressao (intervalo de confianca de 95%).

abe difetenca significativa (p<0,05) para cada temperatura entre os grupos de experimento.

A 120, 115 e 100 C, em presenca de solidos lacteos ndo-godurosos, a
bacteriocina P34 foi inibida mais rapidamente (p<0,05) quando comparado ao
seu comportamento somente em solucdo tampao. Os valores D diminuiram
com o aumento da temperatura, como esperado, variando de 32 a 328 minutos.
O valor z calculado a partir da Figura 9 foi de 30,21 €. A diminuicdo da
estabilidade é devida, provavelmente, a, além da sua inativagdo devido a agéo
do calor, a sua reacdo com acgucares presentes no leite através da reacdo de

Maillard, aumentando a inibicdo da atividade antimicrobiana. Com isso,
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possivelmente a inibicAo da bacteriocina foi mais rapida devido a ambos
acontecimentos no sistema.

Para os testes realizados com leite integral para as duas temperaturas
mais elevadas testadas, o peptideo P34 foi inibido mais rapidamente (p<0,05)
em comparacdo aos testes realizados em leite desnatado. Os valores de meia-
vida variaram entre 9,71 a 58,51 minutos na faixa de temperatura de 120-100

C. O valor z calculado foi de 20,5 .

log (D)
o

O I I I 1
85 95 105 115 125

Temperature ()

Figura 9. Variacdo do tempo de reducdo decimal (D) em fungcdo da temperatura para

inativacdo da bacteriocina P34. (¢) em leite desnatado; (o) em leite integral.

A andlise da Figura 9 e da Figura 10 (adequacéo dos valores de In (k)
em funcéo da temperatura pela equacao de Ahrrenius) permite verificar que ha
a inversdao da estabilidade do peptideo P34 nos diferentes leites em

temperatura ao redor de 110 . Entre 120 e 110 € o peptideo € inibido mais
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rapidamente em leite integral do que em leite desnatado. Porém entre 110 e 90
T, em leite integral, a bacteriocina tem sua estabilidade aumentada. Isto
sugere que, em processamento a 90 C, a presenca de gordura teve efeito
protetor, mantendo 100% da atividade residual da bacteriocina.

Os glébulos de gordura no leite sdo cercados por uma complexa
membrana, que apresenta varias camadas distintas que sdo estabelecidas
durante sua sintese na célula mamaria. Esta membrana é comumente referida
como membrana do glébulo de gordura do leite (MGGL). A
membrana consiste de misturas complexas de proteinas, fosfolipidios,
glicoproteinas, triglicérides, colesterol e outros componentes de menor
importancia, sendo bastante afetada pelo processamento do leite como, por
exemplo, aquecimento, resfriamento, homogeneizacdo, a evaporacéo
(MCPHERSON e KITCHEN, 1983; WALSTRA, 1995; EVERS, 2004; SINGH,
2006).

Tem sido reportada a influéncia de temperatura na adsorcdo de
proteinas do leite & MGGL (YE et al., 2004). Porém, 0 mecanismo exato como
as proteinas interagem com a MGGL nao esta completamente claro, podendo
ser devido a quebra da MGGL durante o aquecimento, deixando aberturas
através das quais as proteinas podem ser adsorvidas pela gordura exposta
(DALGLEISH e BANKS, 1991). Recentemente, Ye e colaboradores (2004)
verificaram que a adsorcdo dessas proteinas com os glébulos de gordura do
leite aumenta com o aumento da temperatura e do tempo de processamento na

faixa de temperatura estudada (65-95 ).
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As bacteriocinas podem ser adsorvidas pela matriz gordurosa de
alimentos, inibindo sua atividade antimicrobiana (DAESCHEL, 1993; MURRAY
e RICHARD, 1997; GANZLE et al., 1999; AASEN et al., 2003). Em
temperaturas na faixa de 120-115 C, o peptideo P34 em leite integral perdeu
mais rapidamente (p<0,05) sua atividade antimicrobiana quando comparada ao
seu comportamento de inibicdo em leite desnatado. Em altas temperaturas,
possivelmente, houve ampla dissociacdo da MGGL, expondo grande parte da
porcao lipidica do glébulo de gordura, aumentando a interacdo do peptideo a
gordura e consequentemente acelerando a inibicdo da sua atividade
antimicrobiana. Em menores temperaturas de processamento, os resultados
sugerem que a MGGL nao sofreu dissociacdo suficiente para que a gordura
fosse exposta ao peptideo P34 para inibir sua atividade bioldgica.

No presente trabalho ndo foi observado a perda de atividade do peptideo
P34 em leite integral a 90 . Como houve perda de atividade continua do
peptideo em leite desnatado a 90 C, os dados indic am que a gordura protege
0 peptideo da acéo do calor. Com isso, os dados sugerem que houve pequena
dissociacdo da MGGL, insuficiente para a exposicdo da fracdo lipidica a
bacteriocina, ndo havendo interacdo entre elas e consegientemente nao
inibindo a atividade antimicrobiana do peptideo P34.

Os resultados ainda sugerem que a 90 € a gordura d o leite protege a
bacteriocina P34 tanto da sua inativacdo térmica quanto da sua reacdo com
acucares do leite, evitando a formacdo de reacdo de Maillard (PRM). A
presenca de glébulos de gordura no leite retarda a formacéo de PRM, devido

ao isolamento térmico conferido pelo componente lipidico e consequentemente
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menor transferéncia de calor no meio (PELLEGRINO, 1994; VAN BOEKEL,
1998).

Os dados experimentais mostram que as constantes de inativacao se
relacionam com a temperatura de processo de forma satisfatoria através da
equacdao de Ahrrenius (Figura 10). A partir da analise desse grafico é possivel o
calculo das Ea de inibicdo do peptideo P34 em leite integral e desnatado, e

com esses dados seus parametros termodinamicos em ambos tipos de leite.

n (K)

O I I I I I 1
0,0025 0,00255 0,0026  0,00265  0,0027  0,00275  0,0028

UT (KH

Figura 10. Variagdo das constantes de inativacdo em fungcé@o da temperatura da bacteriocina

P34 segundo a equac¢édo de Arrhenius. (0) em leite desnatado; (o) em leite integral.

Para bacteriocina P34 em solugcdo tampéao fosfato 10 mM pH 7,0 foi
necessaria a absorcdo 72 kJ do meio externo para iniciar sua inativagcdo em
temperaturas entre 90 e 120 . Em leite desnatado a energia foi aumentada

para 90 kJ e em leite integral para 136 kJ. Isso sugere que para a inibicao da
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bacteriocina, o peptideo necessita absorcdo de menos energia para comecar
sua inativacdo em solucao tampéao, apesar de sua estabilidade ser maior. Em
presenca de solidos lacteos, a bacteriocina P34 necessita absorver mais
energia para iniciar sua reacdo, porém € inibida mais rapidamente.
Acontecimento similar foi verificado para os testes realizados com a reducéo do
pH do meio de inativacao.

A Tabela 8 mostra os parametros termodinamicos de inativacdo térmica
do peptideo antimicrobiano em leite desnatado e integral. Os resultados para
0s parametros termodindmicos em tampdo sdo 0s mesmos mostrados na
Tabela 6. Tanto em leite desnatado quanto no integral houve aumento nos
valores de AH”, e reducéo dos valores de AG*. Houve grande aumento nos
valores de AS* em leite desnatado e em leite integral indicando um aumento no
namero de moléculas da bacteriocina P34 no estado de transi¢do (USTOK et

al., 2009).
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Tabela 8. Valores dos parametros termodindmicos de inativacdo térmica da atividade

antimicrobiana da bacteriocina P34 em leite desnatado e integral.

_ Ea (kJ . . | AG" (KJ . o
Meio L T (K) AH" (kJ mol ™) L AS” (J mol ~K™)
mol ™) mol =)
393 68,82 106,43 -95,69
388 68,87 106,54 -97,10
Tampao 72 383 68,91 105,37 -95,21
373 68,99 105,71 -98,44
363 69,07 103,36 -94,45
393 86,94 105,73 -4,78
. 388 86,98 105,16 -4,69
Leite
90 383 87,02 106,34 -5,04
Desnatado
373 87,11 104,63 -4,70
363 87,19 104,41 4,74
393 133,04 103,66 7,48
. 388 133,08 106,16 6,94
Leite
136 383 133,13 105,41 7.24
Integral
373 133,21 105,75 7.36
363 133,29 - -

Valores de AG” de inativacdo da bacteriocina P34 em leite desnatado e
integral estdo bastante proximas e sdo da ordem de grandeza esperada para a
desnaturacdo de proteina (BUSTO et al.,, 1999; ORTEGA et al., 2004).
Portanto, o desdobramento da molécula do peptideo P34 em leite desnatado e
integral, assim como nos outros testes realizados, pode ser 0 passo
determinante para a inativacdo térmica irreversivel nas condicfes testadas.

E necesséario ressaltar que a inativagdo térmica foi estudada para o

peptideo P34 em solucdo tampao e que seu comportamento pode ser alterado
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quando avaliado em processos industriais de maior escala ou em alimentos
mais complexos. Ainda, sua estabilidade ao longo do tempo, apos o
processamento térmico, ndo foi avaliada. Alguns peptideos antimicrobianos
podem ser inativados por enzimas endogenas ou ligagdo a componentes da
matriz alimentar reduzindo sua biodisponibilidade ao longo da vida-de-
prateleira do produto. O conhecimento sobre a cinética e termodinamica de
inativacdo térmica de peptideos antimicrobianos é um passo essencial para
justificar sua segura utilizacdo em alimentos. Mais estudos sobre cinética de
inativacdo térmica de peptideos antimicrobianos, em grandes escalas, com
equipamentos industriais de processamento térmico ou em quantidades de
bacteriocina equivalentes aquelas utilizadas em alimentos, sdo necessarios

para a correta aplicacao dessa técnica em processos industrias de alimentos.
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6. CONCLUSAO

A inativacdo térmica do peptideo P34 segue uma reacdo de primeira
ordem. O desdobramento da molécula do peptideo P34 pode ser o passo
determinante para a inativacao térmica irreversivel. A reducao de pH diminui a
estabilidade térmica do peptideo P34, em comparacdo ao seu comportamento
em solucdo tampéao pH 7,0. Em pH 4,5, a estabilidade foi ainda menor do que
em pH 6,0. A adicdo de cloreto de sddio reduz a resisténcia térmica do
peptideo em altas temperaturas, porém apresenta efeito protetor contra o
processamento térmico nas menores temperaturas estudadas, comparado com
seu comportamento em solugdo tampéo pH 7,0. Os valores D e z calculados
para a bacteriocina indicam que ela pode ser utilizada em condi¢cdes de
esterilizacédo de alguns alimentos enlatados ou de pasteurizacao.

A presenca de sélidos lacteos tem papel importante na estabilidade
térmica da bacteriocina P34 em alimentos. Em leite a interacdo entre o
peptideo e aglcares, proteinas e gordura do produto age de forma negativa na
estabilidade do peptideo P34. Em temperaturas acima de 110C, a gordura
reduziu a estabilidade térmica do peptideo P34, enquanto em temperaturas
abaixo, o peptideo foi protegido pela presenca do lipideo.

Mais estudos sdo necessarios para o melhor aproveitamento dos

beneficios da combinacdo de tratamentos antimicrobianos, visando reduzir a
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intensidade e os custos de tratamentos industriais ao longo da cadeia
alimentar, além de averiguar sua biodisponibilidade no alimento ao longo de

sua vida-de-prateleira.
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Optimization of themmal processes relies on adequate degradation kinetic models to warrant food
safety and quality. The knowledge on thermal inactivation kinetics of antimicrobial peptides is
necessary to allow for their adequate use as natural biopreservatives in the food industry. In this
work, thermal inactivation of the previously characterized bacteriocin-like inhibitory substance
(BLIS) P34 was kingtically investigated within the temperature range of 90—120 °C. Listeria
monocytogenes ATCC 7644 was used as the indicator microorganism for antimicrobial activity.
Applicability of various inactivation models available in the literature was critically evaluated. The
first-order model provided the best description of the kinetics of inactivation over the selected
termperatures, with k values between 0.059 and 0.010 min '. D and k values decreased and
increased, respectively, with increasing temperature, indicating a faster inactivation at higher
temperatures. Results suggest that BLIS P34 is thermostable, with a z value of 37.74 °C and

E, of 72 kd mal .

KEYWORDS: Kinetic modeling; thermal inactivation; bacteriocin-like inhibitory substance P34; thermo-

dynamic activation parameters

INTRODUCTION

Bacteriocins are ribosomally synthesized antimicrobial pep-
tides produced by bactena that are active against other bacteria,
in either the same spedes (narrow spectrum) Or #Cross generi
(broad spectrum), and as defense peptides, cell-signaling mechan-
isms can also be involved (7). Their proteinaceous nature implies
a putative degradation in the gastrointestinal tract of man and
amimals, suggesting that some bacteriocin-producing lactic acid
bacteria (LAB) or purified bactericcins could be used as natural
preservatives in foods (2, 7). Those produced by LAB are largely
studied with the perspective to search for safe and food-grade
preservatives of biological origin (#). Nisin is the most well-
characterized bacteriocin, and its use in food is permitted in more
than 40 countries (3).

The genus Bacillus includes a vanety of industrially important
species and has a history of safe use in both the food and
pharmaceutical industry (7). Despite the intensive work on
bacteriocins produced by LAB, several bacteriocins or bacter-
iocin-like inhibitory substances (BLISs) have been described for
Bacillus spedes, including BLIS P40, cerein 8A, and thuricin
T {6—8), presenting a broad spectrum of antibacterial activity.
Bucillus sp. P34, an isolate from the Amazon basin, produces a
BLIS that displays antibacterial activity against important food-
borne pathogenic bacteria, such as Lisreria monocyrogenes

*To whom correspondence should be addressed: ICTA, UFRGS,
Av. Bento Gongalves 9500, 91501-970, Porto Alegre, Braal. Fax:
+5551-3308-7048, E-mail: abrand i@ ufrgs.br.

Q2010 American Chamical Sacely

and Bacillus cerens. This antimicrobial substance maintains its
activity within a broad range of pH and presents thermal
stability (), which addresses the potential for use in heat-treated
foods.

Itis often suggested that bacteriocns should not be used as the
primary processing step or barrier to prevent the growth or
survival of pathogens but rather that they could provide an
additional hurdle to reduce the likelihood of food-borne dis-
ease (1{1). The combination of heat treatment with bacteriocins is
an interesting technique to obtain safe food with minimal
destruction of food components, such as flavor, color, or nu-
trients, during processing. Nisin has been used in combination
with heat to inactivate important food pathogens and spoilage
microorganisms (11, 12).

Thermal processing continues as the most widely used method
employed for food preservation and shelf-life extension (/3).
However, excessive heating may produce considerable losses in
the quality and, particularly, in the sensory properties of foods.
Thermal processing methods emphasize the achievement of
commercial sterility while minimizing changes in nutritional value
and eating quality (/4). In this context, recent developments in
food processing have aimed at technologies that may result in
minimal damage to nutrients and sensory components by redu-
cing heating times and optimizing heating temperatures (/3).
Therefore, the combination of antimicrobial peptides with heat
treatment must receive great emphasis to be adopted as an
alternative to food conservation, reducing losses of bioactive
components.

Published on Web 02/04/2010 pubs.acs.om/JAFC



3148 J Agre. Food Chem., Vol. 58, No. 5, 2010

Mathematical models consist of equations that provide
an output based on set input data. It is a concise way to express
the physical behavior in mathematical terms. The purpose of
inactivation mathematical modeling is to assess the effect of
different heat treatments on residual activity without performing
numerous trial runs (/5). Inactivation modeling has been des-
cribed for microorganisms, food compounds, and enzymes
(12, 16, 17). Considering that inactivation usually proceeds
through a network of reactions including denaturation, aggrega-
tion, coagulation, and chemical decomposition, the kinetic mod-
els are based on different mechanisms: first-order, consecutive
reactions, and parallel reactions (Table 1).

Modeling of thermal inactivation of antimicrobial peptides
hus not been found in the literature. In a recent experimental
study, kinetic and thermodynamic parameters were determined
for thermal inactivation of the bacteriocin cerein 8A, foflowing a
first-order model (78). This study was therefore undertaken to
determine the best heat inactivation model for BLIS P34. On this
husis, temperature dependence and thermodynamic purameters
for thermal inactivation were determined.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains and Media. The producer strain was Bacilfus sp.
P34, 1solated from fish (Leportaus sp.) of the Bruzilian Amaeon basin (9).
The indicator strain was L. monecyiogenes ATCC 7644, Strains were
maintained in brain heart infusion (BHI} medium (Oxoid, Basingstoke,
LLK b eontaining 20% (viv) glycerol at =20 °C. The cultivation ol straing
was performed aerobically.

Production of the Antimicrobial Substance. The BLIS produced by
Bacillus sp. P34 was isolated as described elsewhere (9). Bacilfus sp. P34
was cultivated acrobically in 300 m L Erlenmeyer laskscontaining 200 mL
of BHI broth at 30 *C and 180 rpm for 24 h. Cells were harvested by
centrifugation at 10000g for 13 minat 12°C, and the resulting supernatant
was filtered through cellulose membranes (pore diameter of 2.2 x 107
mr; Millipore, Bedford, MA). The culture filtrate was submitted to
precipitation with ammonium sulfate to 20% saturation. The resulting
pellet was suspended in 10 mM sodium phosphate buller at pH 7.0,
applied toa gel filtration column (Sephadex G-100, Pharmacia Biotech,
Uppsala), and dluted with 10 mM sodium phosphate bufter at pH 7.0.
Fractions with antimicrobial activity were stored at 4 °C until used for the
antimicrobial assay.

Antimicrobial Activity Assay. The antimicrobial activity was de-
tected by the agar disk diffusion assay (79). Aliquots of 0.02 mL were
applied to & mm cellulose dises onto agar plates previously inoculated with
aswabsubmerged in asuspensionol Lomonoeyiogenes ATUC 7644, which
corresponded to a 0.5 MeFarland twrbidity standard solution (10% CFU
mL"") Plates were incubated at 37 *C. The bacteriocin titer was
determined by the modified serial 24old dilution method (79}, The
reciprocal value of the highest dilution where an inhibition zone was
observed was taken as activity units mL ™ (AU mL™ 7).

Thermal Inactivation. Thermal inactivation of BLIS P34 was deter-
mined as desenibed elsewhere (18). Bacteniocin solutions (1.0 mL) were
heated m sealed tubes ( thickness of T mm, nternal diameter of 7 mm, and
length of 3 cm) at 90, 100, 110, 115, and 120 °C, in a thermostatically
controlled dry bath (Accublock, Labnet International, Inc., Woodbridge,
NI} Tubes were withdrawn ateach tmeinterval, immediately immersedin
anice bath, and antimicrobial activity was determined as deseribed above.
The activity after 1 min of heating time (¢ = ) was considered to be the
mitial activity, thereby eliminating the effects of heating. Assays were
performed in duplicate. Residual antimicrobial activity with respect to
processing tme at different processing temperatures was {it o several
models (Table 1} using nonlinear regression (Statistica 7.0, StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK}.

Kinetic Analysis, Several models available in the literature to describe
thermal inactivation are presented i Table 1. In the model equations, A
represents antimicrobial activity (AL mL " at time ¢ (min), Ay is the
imitial activity (AU mL™ "), and & (min "7} is the reattion rateconstantata
given lemperature. First-order kineties (g 3} have been reported to
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deseribe thermal inactivation of cerein 8A (18} and several eneymes (20,
211 The wmperature dependence parameters for the first-order model are
given by the Arrhenius equation, which deseribes the relationship ol the
thermal inactivation rate (k) and temperature

Inik} = In(4)— % i
where A 1§ the Arrhenius constant, B, 15 the activation energy, R is the
universal gas constant, amd T is the absolute temperature.

For enzymes, there are kinetic eguations that suggest that their
activity logs could be described by the summation of two exponential
decavs, one for the hvpothesised heat-lubile enzvme and the other
tor the hypothesized heat-stable eneyme (egs 5—7) These models were
tested to check " BLIS P34 has a labile and resistant heat fraction.
Ay, and Ag are the residual activities for the labile and resistant heat
fractions, mspectively. &k and &g are the first-order reaction rate
constants for the labile and resistant heat Cractions, respectively. The
coefficient a represents the active fraction of the thermal-labile group in
relation to the total activity (22, 23}, Fractional conversion refers to a
first-order inactivation process and takes into account the non-zero
enzyme activity upon prolonged heating because of the presence of an
extremely heat-resistant fraction (24). s 1% the order ol the reaction in
mth-order model.

The Weibull distribution pattern (25) i3 based on the assumption that,
under the conditions examined, the momentary rate of thermal sensitivity
to heat is only a factor of the transient heating intensity and residual
activity but not the rate at which the residual activity has beenreached (26 ).
Equation 4 represents the cumulative form of the Weibulldistribution. The
Weibull rate parameter bischaracteristic of each reaction and emulates the
thermal reaction rate. Ity temperature dependence can be expressed by a

log—logistic equation (27}, according to eg 2
b(T) = loge{ 1+ expl (T=T.)]} (2)

where T, marks the temperature level where inactivation starts to accel-
erale and & 15 the slope ol BT},

Table 1. Kiretic Equations Used To Analyze Inactivation of BLIS P34

equation model aquation reference
i A
3 first order — = exp(~K) 20
Ay
4 W@é'_nuu_ _ A exp(—bt") 25
distribution Ay
5 nth order % — AT (DO 2
3
i A
6 Wwolaction 2 aexp(—Rty 4 {1 ~&exp(—Kpl} 2
A,
7 fractional 24

convarsion

Comparison of Kinetic Models, For g comparison ol fits obtained
with nonlinear regression, statistical and physical eriteria wereconsiderad.
Statistical eriteria include the coellicient of determination (). x:« amd
Akaike information criterion (AICH28 )

¥ was used to compare models of thermal inactivation of enzymes (27,
20} and is given by

i W2
2 2 Baessuned ~ Spdicnd m
!

a o) -

When models with different numbers of parameters are compared,
the residual sum ol squares does not give enough information to
diseriminate between these models. The minimum-corrected AIC pro-
duces ranking of parsimonious models when the number ol experimental
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Figure 1. Thermal inactivation of BLIS P34 at 90 °C (), 100 °C (%),
110 °C (), 115 °C (O), and 120 “C (). Data presented are average
values of two independent experiments. The standard deviations were
always lower than 8%. Data were fitted to & first-order model.

data are small or when the number of fitted parameters are & moderate to
large (raction of the number of data. This optimization criterion compars
maodels by their sum of sguares, corrected for the number of para-
muters (28,

ALC is the comparing statistical method of thermal inactivation for
enzvmes (29, 30) and is delined as (30)

—
=

3
5™ { Bmcasured — Bpredicnd |- ain+ pl

Al = nln | £ s %mda.m, IR P’
n n—p—4

where # is the number of observations and pis the number of parameters.

The model with the lowest y%and AIC and higher #* for the residual
antimicrobial activity is the best choice from a statisical point of
view. Estimation of negative parsmeters is a criterion to reject the
inactivation model.

RESULTS AND DISCUSSION

BLIS P34 was previously reported as inhibitory to a broad
range of indicator strains, including pathogenic and spoilage
organisms, such as L. monocytogenes, B. cerews, and clinical
isolates of devomonas fydrophila, and was stable for up to
100 °C and within a wide range of pH values (9). In this study,
isothermal inactivation treatments of peptide P34 were evaluated,
and residual activities were fitted for different thermal inactiva-
tion models. The results obtained for thermal inactivation at 90,
OO, TR0, 115, and 120 °C are shown in Figare 1, where an
exponential behavior can be observed. As expected, antimicrobial
activity decreased as the heating time increased. as well as at
higher temperatures. Mass spectrometry analysis showed that
BLIS P34 has a molecular mass of 1456 Da (37, and these results
resemble the heat stability of some small antimicrobial peptides
from Bacifus (327,

Several thermal inactivation kinetic equations were tested to fit
the experimental data. Models that suggest that there is a labile
and resistant fraction were also tested. The nth-order (eq 5)
inactivation did not yield good #* values at high temperatures,
and the AIC and ;f vilues obtained were quite higher compared
to other models (Table 2). For the two-fraction model (eg 6},
results showed that inactivation rate parameters for both frac-
tions were the same, indicating single-step inactivation of the
antimicrobial peptide. The fractional conversion (eq 7) model
cannot explain the inactivation of BLIS P34, because parameter
values obtained on the staustical analysis were negative. Thus,

J. Agric. Food Chem., Vol. 58, No. 5, 2010 3149

these models were rejected for modeling thermal inactivation of
BLIS P34,

Discussion and validation of the applicability and usefulness
of the Weibull distribution model have been recently published
{33~35). Ithas been proposed to explain thermal inactivation of
enzymes (/7) and microorganisms (36); therefore, the Weibull
distribution was tested for its applicability to the experimental
data of BLIS P34 inactivation. First-order and Weibull distribu-
tion models gave a good fit for the data, with very similar . z%,
and AIC values. The #* values for the first-order model ranged
from 0.89Y to 0.995 (model fitted to the data is showed in
Figure 1), while the #* values for the Weibull distribution model
ranged from 0.898 to 0.997. The AIC values for first-order were
lower than those for the Weibull pattern, m!sging from ~31 to
~15 and from =24 and ~~11, respectively. The ¥~ ranged from
0.0006 to 0.0095 for the first-order model and from 0.0002 to
0.012 for the Weibull pattern, indicating a similar fit for both
models. The values obtained for the criteria analyzed were very
similar for both models, which does not allow for reliable
choosing between them. Thus, dependence temperature para-
metersobtained for first-order (& values) and Welbull distribution
i frvalues)models were fitted for Arrhenius (eq 1) and log—logistic
ieq 2) equations, respectively. The # for the Arrhenius equation
gave a good fit to the data, with a value of 1.94 (Figure 2). For
Weibull model parameters, the log—logistic equation had a very
fow r¥ value (0.10), as shown in Figure 3. This poor fit for the
Weibull pattern to the experimental data indicates that the first-
order model is the best model to explain the thermal inactivation
for BLIS P34,

In heat processing, it is common to characterize first-order
reactions in terms of D and = wvalues (thermal death time
concepts). The decimal reduction time (D value) is the time
needed for a 10-fold reduction of the initial activity at a given
temperature. It s obtained by plotting the antimicrobial activity
values on o log scale against the corresponding inactivation times.
The z value is the temperature needed to reduce the D value one
log unit and is obtained by plotting the D values on a log scale
against the corresponding temperatures (37).

Table 3 shows results obtained for &, D, and z values for BLIS
P34 for heat treatments between Y0 and 120°C. The rute constant
increased with the higher heating temperatures, and D values
decreased with increasing temperature, indicating a faster inacti-
vation at higher temperatures. It can be observed that D values
are between 39 and 226 min at temperatures between 90 and
120 2C. The effect of the temperature on D values is shown in
Figure 4, and the calculated = value for the range of temperatures
studied (90~ 120 °C) was approximately 38 *C (Table 3).

The = values for cooking and nutrient degradation (25-45°()
are generally greater than that for microbial inactivation (7
12 °C) (13}, In fact, differences between the D and z values of
microorganisms and nutrients are exploited to optimize thermal
processes and can be exploited also to mamtain antimicrobial
activity after treatment. D and =z values obtained for BLIS P34
indicate that it can be used in conditions of high-temperature
short-time [ HTST) pasteurization {often 72°Cfor 15s)oreven in
conditions of canned food sterilization, maintaining part of its
antimicrobial activity.

To determine the industrial potential of bacteriocins, it is
essential to understand their structure—stability relationships.
Therefore, estimation of thermodynamic parameters helps to
understand the probable mechanism of denaturation, which is
veryimportant in heat processes. The logarithm representation of
inactivation rate against the reciprocal temperature allows us
to caleulate the activation energy (E,), comparing the experi-
mental data equation to the Arrhenius equation (eq 1). Activation
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Table 2. Summary of Performance of Selected Models To Describe Inactivation of BLIS P34

model {equation 7 e AlC remarks
first arder (3} [0.899; 0.995] [0.0006; 0.0095] [—3,; —15] accepled
Weibull distribution (4) [0.898; 0.997] [0.0002; 0.012] [—29; —11] poaor fit for dependence temperature parameters; rejected
ith arder (5} [0.47; 0.99] [0.0002; 0.126] [—3:37] low values for @ and high for AIC and SE; rejectad
two fraction (8) [0.959; 0.995] [0.0008; 0.0147] [—24; 24] k= kn; rejected
fractional convertion (7} 0.908; 0.998] [0.0002; 0.014] [—31; 24] negative parameters estimates; rejected
5 Table 3. Kinetic Parameters of Thermal Inactivation of BLIS P34
45 temperature (°C) kimin™") # iz (min)  Dimin} 2(°C)
4 120 0.0586 = 0.001" 09955 1183 39.30
115 0.0368 + 0.002 09722 1886 62.66
38 110 0.0340 = 0.001 038595 2037 6786 3774
4 100 001230003 08979 5658 187.97
30 0.0102 = 0.001 039583 6829 26.86
g2 * Standard error of regression (95% confidence interval).
2
1.5 3
1
25
0.5 @ <
a 2
0.0025 000285 0.0026 0,00268 00027 D.00275 00028 =
T (k) ~
a
‘§ 1.5
Figure 2. Arrhenius plot of inactivation rates of BLIS P34. The regression -
equation was determined as y= —8671.1x + 191.135 (# = 0.938). ,
0.08
Q045 ° 05
004 Y
tre @ 0
4038 . - a0 a5 80 o5 100 108 110 115 120 125
e, .. Temperatare (°C}
0.03 e
E 0025 . Figure 4. Variation of the decimal reduction time ( D) with temperature for
"",_' BLIS P34. The regression equation was determined as y = —0.0265x +
e 4.81 (F =0.944).
0.015 ° o
0.01 Table 4. Themnodynamic Parameter Values of Thermal Inactivation of BLIS
P34 Activity
0.005
© temperature (K)  AHT (kdmol™  AGT(kima™y  ASTUmel KT
[\ y .
350 358 380 388 370 375 380 385 380 385 400 08 303 88.82 10643 —085 .69
Temperature (K) 398 88.87 106.54 ~97.10
) . » ) 383 88.91 10537 ~95.21
Figure 3. Dependence ofthe Weibulldistribution coefficient b as a function 73 £8.99 108.71 08 44
of the log—logistic function. The regression equation was detemmined as 363 69.07 103.36 ~94.45

enthalpy (AH*). free energy of inactivation ( AGH), and activation
entropy (ASH) can be calculated as described elsewhere (/8).
Inactivation is known to be a process where the secondary,
tertiary, or quaternary structure of a protein changes without
breaking covalent bonds (38). The changes in enthalpy and
entropy, for the thermal inactivation of BLIS P34, which have
been calculated using the transition-state theory, are presented in
Table 4. Because the AH* and AS* are heat and entropy change,
respectively, these two parameters also provide a measure of the
number of noncovalent bonds broken and the net enzyme/solvent
disorder change associated with the formation of the transition
state (39).

The activation energy can be seen as the energy barrier that
molecules need to cross to be able to react. The proportion of
molecules able to do that increases with temperature, which
qualitatively explains the effect of temperature on rates (/3).
For BLIS P34, it was necessary to absorb 72 kI from the external
medium to start its inactivation at temperatures between 90 and
120 °C. Cerein 8A, a relatively thermostable bacteriocin, needs
105.7 kJ to begm its inactivation (7082 °C) (7&). Foods are
unstable in a thermodynamic sense, which means that they have
the tendency to change from a low-entropy, high-enthalpy state
to a high-entropy, low-enthalpy state (/5). The denaturation of
many proteins, such as chicken egg albumin (#7) and lactoglo-
bulin, at low temperatures and in the presence of urea (7) shows
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a negative AS* because water ordering increases in the vicinity of
nonpolar amino acids, which are exposed durning unfolding #2).
This ordering of water around hydrophobic residues is disrupted
at higher temperatures (¢3). The negative entropy of activation
(AS*) observed for invertase suggested that there was negligible
disorderness at that of e-glucosidase from Aspergilius wennd (4).
Protein unfolding is accompanied by the disruption of many
relatively weak noncovalent bonds that form the folded structure
and results in a less organized system. The increase of the
activation entropy compensites for the high inactivation barrier,
which causes the Gibbs free energy to be low enough and the
inactivation process to occur relatively fast. The activation
energies evaluated for immobilized enzymes in the solid matnx
samples are much lower than those obtained in the agueous
solutions. In general, activation entropy has a dominant role in
protem thermal inactivation in agueous solutions (3. BLIS P34
may have intramolecular dissulfide bonds in the structure (¥).
This agrees with the fact that the inhibitory compound was
thermostable.

Antimicrobial peptides may be used in combination with heat
to obtain safe food with minimal destruction of food compo-
nents, such as flavor, color, or nutrients, during processing.
Adequate kinetic models of thermal destruction are essential to
design new processes assuming a safe food product and giving a
maximum retention of quality factors (46, 47). However, it is
necessary to point out that thermal inactivation was studied
for BLIS P34 in buffer solution, and in a food svstem, this
substance could be more stable because of the protective effect
of food proteins or could react with other food compounds
during heat processing. Some antimicrobial peptides may be
inactivated by endogenous food enzymes or binding to compo-
nents of the food matrix, which has been described for nisin,
sakacin P, and lactoferricin B (3, 48, 49). In this concern, the
knowledge about kinetics and thermodynamics of heat inacti-
vation of antimicrobial peptides is an essential step to warrant
their sufe use.

In condusion, the thermal residual activity curve indicates
partial loss of the antimicrobial activity of BLIS P34 at high
temperatures. A successful modeling will enable the processors to
modulate their process to achieve desirable antimicrobial activity
in the end of the thermal process. The first-order function can
therefore be recommended to describe the heat inactivation
kinetics of BLIS P34, provided that it satisfies the statistical
and physical criteria of implementation.

On the basis of an isothermal experiment in the temperature

thermal inactivation of BLIS P34 is satsfactorily explained by
the first-order model. D, z, and k values calculated by nonlinear
regression indicate that peptide P34 is a thermostable substance
witha zvalue of 38°C and £, of 72 kI mol™ ! More studies about
kinetics of thermal inactivation of antimicrobial peptides are
necessary to allow for their proper use as natural biopreservatives
in the food industry.
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