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RESUMO

A presencga de termonuclease (TNAse) nos alimentos indica o desenvolvimento abundante de 5 gurews, o suficiente para
produzir enterotoxinas em quantidade critica e desencadear intoxicacio alimentar. O método de TATINT tem sido utilizado
para a extragio de TNAse nos alimentos, porém observou-se perda de atividade enzimdtica durante o processo. 0 efeito prote-
tor de proteose peptona n® 2 e 3, triptona, triptose, extrato de carne, levedura, albumina bovina e infusio de coragio e cére-
bro em concentraghes de 0,1 a 5.0% fol analisado sobre 500 ng/ml de nuclease em dpua e tampdo tris. A protecse peptona
n® 3 seguido de extrato de carne apresenton melhor efeito protetor sobre TNAse. A albumina bovina a 0,1 ¢ 0,5% proporcio-
nou efeito protetor sobre TNAse recém-extraida, entretanto observou-se redugdo acentuada de atividade apos 24 horas, quarn-
dir comparada com 05 componentes analisados. Recomenda-se a substituigdo de albumina bovina por proteose peptona n® 3
ou extrato de carne a 1,0% para a ressuspensio de TNAse extraida diretamente de alimentos.

PALAVRAS-CHAVE: TMAse; 5. mrrrews; Enterotoxinas.

1 - INTRODUCAO

O Stapfiplococcus auvens produz virias proteinas extra
celulares importantes na patogenia das estafilococciaiz
(SCHLEIFER, 1986), assim como ac consumidor de produ-
tos contaminados, devido a producio de enterotoxinas
(BERGDOLL, 1970; MINOR. £« MARTH, 1976).

Apesar da deteccdo direta de enterotoxinas estafiloco-
cicas ser o método mais preciso (BERGDOLL & REISER,
1980; MEYER & PALMIERI, 1980; FREED et alii, 1982),
as dificuldades surgidas na metodologia tem levado ao estu-
do de produtos metabélicos que impreterivelmente acompa-
nham a produgiio de toxinas, a termonuclease (TNAse), pa-
ra a triagem de alimentos contaminados (NEEDHAN, 1974,
RAYMAN ot alii, 1975, PARK et alii, 1978; GELOSA &
CIGAD A, 197%). A presenca de TNAse nos alimentos indica
desenvolvimento abundante de 8. gurens, o suficiente para
causar intoxicagio alimentar. Entretanto, uma vez que esta
cnzima cm alimentos contaminados estd presente em concen-
tracio de ng, pesquisas descrevem virios processos de extra-
¢do (TATINI et alii, 1976; EMSWSILLER-ROSE et alii,
1980; IBRAHIM, 1981), surgindo um outro problema, devi-
do 4 perda de atividade enzimdtica durante a extragio. Para
minimizar este efeito, tem se viilizado 2 albumina boving

(BSA) para proteger a TNAse extraida (TUCKER et alii,
1978; IRRAHIM, 1981, IBRAHIM & BALDOCK, 1981),

Em funcio do alto custo da albuming bovina purificada
(BSA), o presente trabatho foi desenvolvido com a finalida-
de de substituir 2 BSA por protetores enzimdticos mais
acessivels na manutencio de atividade de TMAse estafilocd.
cica extraida de alimentos.

2 - MATERIAIS E METODOS

Microrganismo

A linhagem utilizada Toi 8 qurens 196-E que apresenta
entre outras caracteristicas, a producdo de TNAse e as ente-
rotoxinas. A ¢ D.

DNAse padrio

O estudo da perda de atividade nueledsica por agueci-
mento foi efetvado utilizando-se concentrages de 0 a
2.500 ngfmL de nuclease microedeica EC 3.1.2.1.1 de 5.
aurens linhagem Fogel da Sigma, em tampdo tris 0,05M
contendo (1% de BSA (Fluka AG ou Sigma).

Determinagio de DINAse
A DMAse foi detectada utilizando o dgar azul de ortoto-
lnidina - DNA (TDA) segundo LACHICA et alii (1971), mo-
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dificandose as condigles de reagho para pH 10,0 & incuba-
cdio a S09C.

Efeito de componentes peptidicos sobre DN Ase

Os componentes peptidicos em concentragGes de 0.1 a
5,0% foram adicionado em 500 ng/mL de nuclease microcd-
cica ¢ a atividade enzimdtica comparada com a mesma enzi-
ma suspendida em dgua, tampdo tris 0.05M pH 8,5 ¢ o tam-
piEo adicionado de (1% de BSA. Os componentes pe:ptidi—
cos analisados foram proteose peptona n'? 2 e 3, triptona,
triptose, extrato de levedura, extrato de carne ¢ caldo infu-
sio de coracio e cérebro de Difeo.

Extracio de TNAse em calde BHI inoculado com 5.
aurets 196-E.

A TNAse foi extraida seguindo-se essencialmente a meto-
dologia preconizada por TATINI et alii (1976).

200 mL de calde BHI {Biobrds) foi inoculado com 1,0
mL de cultura de 5. qurews 196-F ¢ incubado a 37°C por
24 horas. A seguir o sobrenadante de cultura centrifugado a
10.000 rpm/15 min & adicionado de 1:20,000 de mertiolate
foi submetido a precipitagio com dcido tricloroacdtico
{TCAY 3,0 M. Para 15,0 mL de sobrenadante de cultura fol
adicionado 0,0 a 40,00 de TCA 3,0 M, e o precipitado abti-
do ressuspendido com 1.5 mL de tampdo teis 0,05 M pH
10,0 ¢ o mesmo tampdo adicionado de 1,04 de proteose
peptona n® 3. O extrato obtide foi diluido para 1/10 a
1/400 ¢ o efeito protetor de proteose peptona avaliade,
mantendo-se esta suspensio a 4°2C e determinando a ativida-
de nucledsica nos 4 dias consecutivos.

3 - RESULTADOS

D¢ acordo com a Figura I, o tratamento da nuclease pura
cin tampdo tris 0.08-M pH 8.5 adicionado de 0,14 de BSA

As tabelas 1 ¢ 2 mostram a anidlise de efeito protetor de
diversos componentes peptidicos em 500 ng/mL de nuclea-
se estafilocdcica.

O efeito protetor foi melhor quando as suspensides con-
tinham ‘maior concentragio de componentes peptidicos e
dissolvidos em tampdo tris 0,05 M pH 8,5 (Tabela F). O halo
de atividade nucledsica foi maior com proteose peptona
n? 3 e extrato de carne, observando-se uwma perda ripida de
atividade quando as enzimas foram dissolvidas somente em
dgua ou tampdo tris. Analisando a quantidade de enzima
apds 24 haras da manutencio de suspensio a 49C, todos os
componentes estudados apresentaram efeito protetor maior
do que 0,1% de BSA, excelo triptona.

A seguir, dederminou-se 2 quantidade recomendada de
protecse peptona n® 3 ¢ extrato de carne a ser adicionada
em tampio tris em 500 ng/mL de nuclease ¢ comparou-se
com B3A (Tabela 2). A suspensio da enzima em dgua prati-
camente levou & inativacio total dentro de 48 horas. Oz
dois componentes testados apresentaram efeito protetor
melhor do gue BSA, quando analisados na mesma concen-
tragio, indicando perfeita viabilidade da substitvigdo.

As Tabelas 3 ¢ 4 apresentam a quantidade de TCA 3,0
M necessdria para a precipitagio de TNAse ¢ avaliacio do
efeito protetor de proteose peptona n® 3 em TNAse extraf-
da de calde BHI inoculado com 8 qurens 196-E. Uma me-
Thor atividade de TNAse foi obtida com a adicdo de 5,0 a
10,0% de TCA 3,0 M. A adigio de 1,0% de proteose pepto-
na n? 3 permitin a manutencio de atividade enzimdtica no
decorrer de 4 dias, em contraste com a ressuspensio do
mesmo precipitado em tampdo Lris.

Takola 3 — Determinsgdo da quantidade de TOA @ eleito prometor do protenss
peptana N 3 na extracio® doe TMAge de caldo BHI inoculade com 8. sureus
TH5-E Apis 1 dia de exiragio.

TEA 3.0M ATIVIDADE DILLIGCAD B0 EXTRATO

H s s - TAMPAD 155 DE THase o0 10 150 10D 1200 15400
¢m banho fervente por 15 min causou perda significativa [en)
da atividade enzimdtica. A redugdo fol mador em dgar TDA TRIS 0.0 180 165 155 145 138 125
pH L0 porém ainda cquivalente 4 mesma atividade analisa- * .
daapH90 1,0%ppt 1.0 19,0 165 150 145 135 125
P z5 205 125 165 155 148 145
Tabeta | — Awnlizgle do pisita peednies do protiivos ¢ hidrelizascs prottizos sobre DRASE microcecic: 5.0 20 185 17.6 160 150 1432
1500 ngdml DMas 7E 212 185 175 168 148 138
ATIVIDADES DE DHAE [mml 0.0 212 190 175 168 145 138
il e e : releint i 200 212 185 165 182 145 138
COREEATDIGD o oHE 158 19 W ERDOBEC IR 1w k
o e 0 o Egm e 400 200 B0 160 152 140 1332
I -TRIS 4050 pH &, 125 - oS - = =
S TRIS +ESAC 015 %8 L = = = 120 - o) THIS 00 120 155% 130 120 11,5 1,0
4 Protuss Py - 4 15 128 190 122 136 12,0 19, -
4 - Pratnaes P — 1&g 150 130 140 ~ 150 158 A5 145 1.0 e B el TER Ahe Tl
& - Tripnona — 135 194 126 120 - 124 120 1.6 11,0 25 185 165 140 135 125 118
T Trizcan ¥ A4 12E 1B 1D - 1%5 145 13D 130 5.0 195 165 145 136 125 11.5
4 Exraps dr carne 142 14T 1AL 15 — 152 15D 1EE 140 = 145 166 145 140 1285 11.5
4 Exl b e 24 1k s 1xs - 148 1456 1Ed 135 e * ;
S WE 0L 1 e T ads 145 130 138 10,0 1892 1ap 40 145 120 1.0
20,0 19,2 135 135 130 116 0B
3 - Digrmonnn de hgla de ot dade rosimisics apde & horas o incagdie o S0 nm agne TOA pH 10,0 a0 175 3.5 125 130 110 105
b - Camporantas 4 o 10 dissahica am Hal 2
@ - Coemponenics 4 o 10 Sssaleedn ey ampdan ons 005 pH 05 o oy
d - sar0 oiuming bovieg - Merodo de Tarief of alii
@ - IrdusEo b eoma{dn & CirEeo - AP - Protsoes papioers rl'.:I 3
Tabela 2 — Avsliagio do efeito protetor de proteose peptona n™ 3, extrato de carne @ albumina bovinag em 500 ngd/mL de DN Ase.
ATIVIDADE DE DMNAse? [mm)
MEIO Recdm adicionado 24 horas 48 horas
Canc. 2,5% 1,0% 058% 01% 00 25% 1.0% 05% 01% 00 25% 1.0% 0.5% 01% 00
HaO . - = 32] = = A e 6D - - = — =®p
BEA - — 160 145 — — - 130 11,5 — — - 11,2 11,0 o
Proteose Peprona n® 38 18,0 160 146 127 — 16,0 145 140 130 - 16,5 140 130 115 —
Ext. carng™ 150 1482 140 130 18,56 145 140 128 — 148 140 135 11,85 -

a- DiEmetro do halo de atividade  nucledsics, 5090/ horos om dgar TDA pH 10,0

b - Dissolvide em tamghs tris 0050 pH 8,5,
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Tahels & — Dewenminagio dr quantidade de TCA o eftite proteter de proteose
pepronn n¥ 3 na extragio® de THNAse de colda BHI inoculadn com 5 emrcys
THE-E apos 4 dizs de extracdo

TCA 30M ATIVIDADE DILLECAD DO EXTRATO

TAMPAD (2] DE Thase 00 170 1550 17100 17200 1/400
{mmj

THIE 0,0 120 1638 140 130 130 125

+

1% 1.0 190 165 140 130 1E0 125

B Z1.0 18E 55 150 150 148

5.0 10 190 185 155 150 145

7.5 1.0 190 160 155 150 135

10,0 2.0 150 180 155 350 14,5

20,0 00 TED 160 155 150 14,5

40.0 190 378 158 148 145 130

TRIS 0.0 19,0 160 10,0 10,0 100 100

1.0 1.5 110 50 100 100 100

26 TR 160 &0 90 100 100

5.0 00 965 2.0 90 100 100

7.6 300 175 140 130 100 190

10,0 196 165 105 105 100 19,0

20,0 185 145 100 105 100 10,0

40,0 170 148 100 100 100 100

a - Bdrodo de Fefdmd e aliil,
b-pp - proteose peplona nS 3

4 - DISCUSSAQ E CONCLUSAO

Apesar de TMAse ser considerada termoestdvel, a perda
de atividade apresentada na Figura I também foi observada
por outros autores, e TUCKER et alii (1978) tem relatado
procedimentos para a estabilizagfo da enzima. A perda de
atividade fol maior com baixa concentracio de TMAse, su-
perindo que em alta concentragio. pode ocorrer protegio
miitua contra desnaturacio. Bste fato tem sido observado
com & enterotoxing estafllococica, onde o valor de D va-

riou com diferentes concentragtics de toxina (DENNY et
alii, 1971). Szgundo HAUROWITZE (citado por DENNY ot
alii, 1971), a interferéncia ¢ devida a proximidade intermao-
lecular de cadeias polipeptidicas nativas firmemente enove-
ladas que dificultam a desnaturacio.

A variagio no efeito protetor observada entre os compo-
nentes peptidicos (Tabelas 1 e 2), provavelmente esteja re-
lacionada com o grau de hidrélise e peso molecular de pep-
tideos presentes. LEE et alii (1977) demonstraram que a
inativagio térmica de enterotoxina B ocorre rapidamente
em filtrado de calde de came, assim como a hidedlise do
caldo com tripsina ¢ quimotripsina destruiu parcialmente o
efeito protetor, quando comparado com o meio sem trata-
mento.

A proteose peptona n® 3 e extrato de carne isoladamen-
te na auséncia da enzima, nio interferiram na reagdo (dados
nio apresentados), inclusive sendo os halos de hidrélize de
DNA menores do que uso exclusivo de dgua ou tampio.
Quanto ao extrato de levedura, como ocorreu esverdeamen-
to do dgar TDA dificultande a interpretacdo dos resultados,
foi inviabilizada a sua utilizacio..

A adicio de 2000 a 40.0% de TCA 3,0M no sobrenadante
de cultura de & gurers 196-E (Tabelas 2 e 4) proporcionou
maior precipitagio proteica, mas observou-se: maior perda
de atividade enzimdtica. Assim, a atividade foi inferor a
precipitacio com [0.0% de TCA 3,0M, porém maior do que
o halo formado com o sobrenadante de cultura sem extra-
¢io, indicando 2 necessidade do-processo de concentragio de
THAse em alimentos contaminados. Entretanto, a desnatu-
ragao de TNAse extraida pelo método de TATINI et alii
(1976) foi significativa, sugerindo o uso de quantidade mi-
nima de TCA, que cstd em torno de 5.0%, de solugio 3,0M.

Comparando-se 2 atividade nucledsica no extrato de
cultura obtido no 19 ¢ 42 dia (Tabelas 3 e 4), observou-se
manutengdo ou um ligeiro aumento da atividade no extrato
sem dilulgio ou na diluigiio 1/10. Estes dados indicam que
além da TMNAse estar concentrada, provavelments as impu-
rezas presentes protegem a enzima da desnaturagio. A per
da de atividade em diluigBes subseqlentes pode estar relacio-
nada 4 desnaturagio proteica, e em parte, devide 4 retengio
da nuclease na parede do tubo, cujo efeito pode ser minimi-
zado pela adigio de BSA, segundo TUCKER et alii (1978).

Tendo em vista os resultados obtidos (Tabela 2), tanto 2
proteose peptona 0% 3 como extrato de carne 1% mostra-
ram ser eficazes na protegio da atividade enzimstica e desta
maneira, recomendamos a sua wtilizacio para a ressuspen-
sio de TNAse estafilocdeica extraida de alimentos ou sobre-
nadantes de culturas.

ABSTRACT

Thermonuclease (TNAse} in the food affects growth of 5. aurens 2t a critical level to produce enterotoxins and develop
foodborne intoxications. Tt was scen that TATINI method used for TNAse concentration lost much enzyme activity during
the extraction process. The effect of protease peptone n@ 2 and 3, tryptone, tryptose, meat and yeast extract, bovine albu-
min and brain heart infusion at 0,1 to 5.0% were analysed on 500 ng/mL of nuclease in water and tris buffer. Proteose pep-
tone n? 3 followed meat extract showed better protective cffect on the TNAse. Bovine albumin at 0,1 and 0,5% protected
recenitly extracted TNAse, but a deciease was observed on the activity across 24 hours manutention, when compared to
other peptidic compounds analysed. We suggest the use of 1,0% proteose peptone n® 3 or meat extract for ressuspension of

TN Aze extracted from foods,

KEY WORDS: TNAse; 5 awreus; Enterotoxins,
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