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Orientador: Adriano Brandelli
RESUMO

Uma bactéria identificada como Bacillus licheniformis P40 isolada de
intestino de peixe (Leporinus sp.) da bacia amazénica foi estudada quanto a sua
capacidade de produzir antimicrobianos. O sobrenadante da cultura obtido em
caldo de cérebro e coragdo (BHI) foi caracterizado, sendo ativo contra importantes
bactérias patogénicas e deteriorantes como L. monocytogenes, B. cereus, E.
carotovora e isolados clinicos de Streptococcus. Este foi parcialmente purificado
através de precipitacdo com sulfato de amonio e cromatografia de gel filtracédo e
de troca ibnica. Foram assim isoladas duas substéncias com atividade
antimicrobiana, sendo uma delas de natureza protéica. Esta foi estavel a altas
temperaturas (100° C), numa ampla faixa de pH e mostrou propriedades de
biosurfactante. O sobrenadante parcialmente purificado foi utilizado para o
combate a um importante fitopatdégeno: Erwinia carotovora. Uma dose de 6400
UA/mL foi bactericida para uma concentracdo de 10° UFC/mL em 20 minutos in
vitro. A substancia foi capaz de evitar a formagao da podriddo mole em batatas (in
vivo). Foi estudada a producdo da atividade antimicrobiana em residuos e sub-
produtos da industria de alimentos, sendo escolhido o soro de queijo para otimizar
a produgdo através de um experimento fatorial 2° variando as condicdes de
temperatura, pH e concentracado de soro de queijo em pé. As melhores condigbes
foram para temperaturas entre 26 e 37° C e pH entre 6,5 e 7,5 para uma
concentracdo de soro de 7%, sendo que aumentos na concentracdo levaram a

aumentos na produgao.
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PRODUCTION, CHARACTERIZATION, PARTIAL PURIFICATION AND
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ABSTRACT

A bacterium identified as Bacillus licheniformis strain P40 isolated from fish
intestine (Leporinus sp.) of the Amazonian basin was studied for its capacity to
produce antimicrobial coumponds. The supernatant of the culture obtained in brain
heart infusion (BHI) was characterized, being active against important pathogenic
and spoilage bacteria such as L. monocytogenes, B. cereus, E. carotovora and
clinical isolates of Streptococcus. The supernatant was partially purified by
ammonium sulfate precipitation, gel filtration and ion exchange chromatography.
Two substances with antimicrobial activity were isolated, one of them showed
proteinaceous nature. This substance was stable at high temperatures (100° C), in
a wide pH range and it showed biosurfactant properties. The partially purified
supernatant against to an important phytopathogen: Erwinia carotovora. A dose of
6400 UA/mL was bactericidal to a concentration of 10” UFC/mL in 20 minutes in
vitro. The substance was capable to avoid the formation of the soft rot in potatoes
(in vivo). The production of antimicrobial activity in residues and by-products of the
food industry was studied and cheese whey was selected to optimize production by
a factorial 2° experiment varying temperature, initial pH and cheese whey
concentration. The best conditions were at temperatures between 26 and 37° C
and initial pH between 6,5 and 7,5 for a cheese whey concentration of 7%.
Increasing cheese whey concentration resulted in increase in antimicrobial activity

production.
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1 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas tém-se apresentado novos desafios para as industrias
farmacéutica e de alimentos no que se refere ao combate a microrganismos
patogénicos e deteriorantes.

O desenvolvimento e a proliferagao de bactérias resistentes a antibidticos, que
diminuem as opgdes terapéuticas, tém se tornado um grave problema de saude
publica no mundo todo. A rapida escalada da resisténcia microbiana pode fazer
com que algumas infecgdes bacterianas ndo possam ser tratadas com os agentes
antimicrobianos existentes. Esfor¢os a nivel mundial para estudar e contornar este
problema vém sendo realizados ha anos. Dentre as solugdes esta o uso mais
racional dos antibidticos e a descoberta de novos antimicrobianos.

Além disso, nas ultimas décadas tem-se assistido a uma evolugao bastante
pronunciada da incidéncia das doengas de origem alimentar provocadas por
microrganismos. Como exemplo esta o surgimento de novos patégenos como
Escherichia coli O157:H7 ou o reconhecimento de Listeria monocytogenes como
um patdégeno de origem alimentar. A preservacdo dos alimentos € uma luta
constante contra microrganismos que os deterioram ou que os tornam inseguros.
Neste sentido, a descoberta de novas alternativas na preservagao dos alimentos é
um assunto amplamente estudado, sendo por exemplo sugerida nos ultimos anos

a utilizagao de bacteriocinas. Estas sao substancias com atividade antimicrobiana,



de natureza protéica e produzidas por bactérias, que podem ser empregadas de
diferentes formas no alimento para inibir o crescimento de microrganismos
indesejaveis.

Muitas vezes, o combate a microrganismos deteriorantes tem inicio no campo
ou no pés-colheita, onde os fitopatdgenos podem provocar perdas importantes.
Um exemplo sdo as bactérias do género Erwinia que causam doengas em
tubérculos conhecidas como Podridao Mole e Canela Preta.

Desta forma, a pesquisa por novos agentes antimicrobianos € um campo de
grande importancia tanto para industria farmacéutica quanto para a industria de
alimentos.

A bacia amazébnica constitui uma fonte de enormes recursos biolégicos cujo
potencial ndo tem sido plenamente estudado. Poucos trabalhos foram publicados
sobre a diversidade microbiana da regido e a sua aplicagao biotecnoldgica. Por
exemplo, ndo existem relatos especificos de antimicrobianos produzidos por
isolados bacterianos desta regiéo.

O objetivo deste trabalho é verificar o potencial antimicrobiano, caracterizar,
purificar e otimizar a producdo de uma substancia antimicrobiana por uma bactéria

isolada de intestino de peixe da bacia amazoénica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A bacia amazdnica € bem conhecida pela sua diversidade de flora e fauna,
incluindo 15.000 espécies animais documentadas sendo que pelo menos 40% dos
peixes de agua doce do planeta residem nesta regido. Esta possui o maior corpo
de agua doce e a maior floresta do mundo. Constitui assim, uma fonte de enorme
diversidade bioldgica e que nao foi ainda plenamente estudada. Quanto a vida
microbiana poucos trabalhos foram publicados (Borneman & Triplett, 1997).

Borneman & Triplett (1997) mostraram evidéncias da enorme diversidade
microbiana em solos da Amazénia através de um estudo filogenético. Mais
recentemente, a caracterizacdo de alguns microrganismos com interesse
biotecnolégico tem sido reportada. Daisy et al. (2002) estudaram a produgao de
naftaleno por um novo fungo isolado na Amazdnia peruana e a sua aplicagéo no
combate a insetos. Chies et al. (2002) identificaram uma nova endonuclease de
restricdo produzida por Bacillus anthracis com aplicagdo na biologia molecular.
Bastos et al. (2000) isolaram microrganismos degradadores de fenol de amostras
de solo da regido. Peixoto (2002) caracterizou e estudou a atividade celulolitica de
dois isolados bacterianos de peixes da regido. Heck et al. (2002) pesquisaram a

producdo de celulases e xilanases por espécies de Bacillus. No entanto, a



producado de antimicrobianos por isolados bacterianos da regido nao foi ainda

descrita.

2.1 Antimicrobianos

Os antimicrobianos sao substancias utilizadas para controlar as populacdes
microbianas, por interferirem de diferentes formas no seu crescimento. Eles
podem impedir o crescimento dos microrganismos ou destrui-los (Katzung, 1995).

Os antimicrobianos podem ser produzidos por microrganismos ou ser de
origem sintética. Existem ainda aqueles que sao semi-sintéticos, isto €, uma parte
da molécula é produzida por um microrganismo e outra € adicionada
sinteticamente. Neste trabalho serdo considerados apenas os antimicrobianos
produzidos por microrganismos.

Estes podem ser classificados segundo diversos critérios. Quanto a origem
(produzidos por bactérias, actinomicetos e eumicetos); quanto a biossintese
(antimicrobianos derivados de aminoacidos, de carboidratos, de acetatos e
propionato, entre outros); quanto a agdo predominante (acdo sobre bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas, micobactérias, de ampla ag¢do, antimicoticos e
antiprotozoarios); quanto ao mecanismo de agdo e quanto a sua agao
(bactericidas ou bacteriostaticos).

Os antimicrobianos afetam os microrganismos através de diferentes
mecanismos de acao: inibicdo da sintese da parede celular, danos a membrana
citoplasmatica, inibicdo da sintese de proteinas, de acidos nucléicos e de

metabdlitos essenciais (Katzung, 1995).



2.1.1 O problema da resisténcia

Desde que Alexander Fleming descobriu o primeiro antibiético, a penicilina
em 1928, o homem e o microrganismo disputam uma espécie de corrida bioldgica
em que a lideranga vem se alternando o tempo todo (Lopes, 2000). A era dos
antibidticos foi marcada assim, por ciclos consistindo na introdugcdo de novos
antimicrobianos e subsequiente emergéncia de resisténcia a estas drogas (Swartz,
2000).

A prevaléncia de resisténcia a antimicrobianos entre patégenos microbianos
chaves tem aumentado de forma alarmante no mundo todo, tornando-se assim um
dos maiores problemas de saude publica. Sdo exemplos de destaque o
Staphylococus aureus resistente a meticilina (MRSA) ou com resisténcia
intermediaria a vancomicina (VISA) e o Enterococcus resistente a vancomicina
(VRE). Outras espécies como Streptococcus pneumoniae também tornaram-se
cada vez mais resistentes aos agentes antimicrobianos nos anos 1990 (Jacoby,
1996). Em 2002 surgiu nos Estados Unidos o primeiro caso de S. aureus
resistente a vancomicina (VRSA). Solugbes a este problema envolvem o uso mais
racional dos antibidticos e a descoberta de novos antimicrobianos. Esta ultima é
de grande importancia, ja que o problema da rapida escalada a nivel mundial da
resisténcia microbiana pode tornar os agentes antimicrobianos existentes
insuficientes para controlar algumas infecgdes bacterianas (Bhavnani & Ballow,
2000).

Os mecanismos de resisténcia sdo complexos, variados e nao totalmente
compreendidos (Koneman et al., 1997). Entre os mecanismos que explicam esta

resisténcia tém-se: a producdo de quantidades suficientes de uma enzima que



destréi ou modifica a estrutura do antibiético; a incapacidade do farmaco de
penetrar na célula bacteriana; a existéncia de uma via metabdlica alternativa da
bactéria que desvia a reacao particular que é inibida pelo antibiético e o fato da
bactéria possuir tipos de enzimas, ribossomos ou outros componentes celulares
que néao sao afetados pelo antimicrobiano (Lopes, 2000). Os genes responsaveis
por estes mecanismos podem estar localizados no cromossomo da bactéria ou em

plasmidios e a sua transferéncia da-se principalmente por conjugacéo.

2.1.2 Antimicrobianos e alimentos

A incidéncia das doencas de origem alimentar provocadas por microrganismos
tem evoluido bastante nas ultimas duas décadas com o surgimento de novos
patdgenos como Escherichia coli O157:H7 ou o reconhecimento de Listeria
monocytogenes como um patégeno de origem alimentar (Meng & Doyle, 1998).

As técnicas utilizadas para preservar os alimentos constituem uma batalha
constante contra microrganismos que deterioram os alimentos ou que os tornam
inseguros. A industria de alimentos pesquisa cada vez mais a substituicdo de
técnicas tradicionais de preservacao (tratamento térmico intenso, salga,
acidificacao, secagem e preservagao quimica) por novas técnicas, devido a um
aumento na demanda por produtos alimenticios nutritivos, saborosos, naturais e
praticos. Dentre as novas alternativas na preservagdo esta a utilizagcdo de
peptideos antimicrobianos (Devlieghere et al, 2003).

Deve-se ter em conta que o combate a microrganismos deteriorantes muitas

vezes inicia-se no campo ou no poés-colheita onde os fitopatdgenos podem



provocar perdas importantes. Um exemplo sdo as bactérias do género Erwinia que
causam doencas em tubérculos conhecidas como Podriddo Mole e Canela Preta
(Pérombelon & Kelmand, 1987).

Desta forma, a pesquisa por novos agentes antimicrobianos é também um

campo de interesse para a industria de alimentos.

2.2 Peptideos antimicrobianos produzidos por bactérias

A produgédo de compostos antimicrobianos parece ser um fenbmeno geral
para a maioria das bactérias. Sao produzidos diversos sistemas de defesa
microbianos incluindo antibidticos classicos de amplo espectro, sub-produtos
metabdlicos como acido latico produzido por lactobacilos, agentes liticos como a
lisozima, diversos tipos de exotoxinas protéicas e bacteriocinas (Riley & Wertz,
2002).

O aparecimento na metade dos anos 1980 de linhagens bacterianas multi-
resistentes demonstrou a necessidade de buscar alternativas aos antibidticos
sintéticos. Os antibidticos baseados em peptideos sdo considerados hoje como
uma resposta potencial ao crescente problema da resisténcia aos antibidticos
tradicionais (Papagianni, 2003). Centenas de peptideos antibidticos tém sido

descritos nos ultimos 50 anos (Hancock & Chapple, 1999).

2.21 Classificagao
Os peptideos antimicrobianos podem ser divididos em dois grandes grupos

dependendo da sua biossintese. Estes sao, aqueles ndo sintetizados



ribossomalmente, como as bacitracinas e os glicopeptideos, e os peptideos
sintetizados ribossomalmente. Os primeiros contém, em geral, aminoacidos
drasticamente modificados e sdo amplamente produzidos por bactérias, enquanto
que os segundos sao produzidos pelos mais diversos tipos de vida como
moléculas de defesa (Hancock & Chapple, 1999).

Os peptideos sintetizados nao ribossomalmente podem ser descritos como
peptideos elaborados por microrganismos, que contém duas ou mais porgdes
derivadas de aminoacidos. Este tipo de peptideos é sintetizado através de uma
enzima ou de um complexo multienzimatico. Estes englobam compostos com uma
grande diversidade estrutural como gramicidinas, polimixinas, glicopeptideos,
lipopeptideos, peptideos ciclicos, entre outros (Hancock, 1997). Muitos dos
antibidticos utilizados hoje se enquadram nesta classe ou sdo derivados destes
peptideos. Este tipo de peptideos sao considerados metabdlitos secundarios
(Stachelhans et al., 1996).

Os peptideos produzidos por bactérias e sintetizados ribossomalmente sao
conhecidos como bacteriocinas. Estas tém recebido cada vez mais atencéo devido
a sua grande diversidade, a ampla distribuicdo entre as bactérias e ao seu
potencial uso como conservante na industria de alimentos e como antibiéticos na
industria farmacéutica (Riley, 1998). As bacteriocinas foram inicialmente definidas
como compostos de natureza protéica produzidos por bactérias que inibem ou
matam espécies estritamente relacionadas a linhagem produtora (Tagg et al.
1976). Mais recentemente, esta definicdo foi ampliada para incluir compostos
similares que atuam numa faixa mais ampla de espécies e contém outras porcdes

funcionais como carboidratos e lipideos (Riley, 1998).



Segundo Klaenhammer (1993) as bacteriocinas podem ser divididas em
quatro classes segundo a sua estrutura primaria, estabilidade térmica, peso
molecular e mecanismo de acao:

a) A classe |, formada pelos lantibiéticos, sdo bacteriocinas pequenas,
compostas geralmente por um ou dois peptideos de aproximadamente 3 kDa,
termoestaveis e que contém aminoacidos com anéis tioéter intramoleculares,
como lantionina e B-metil-lantionina (exemplo: nisina);

b) A classe Il sdo bacteriocinas ndo modificadas, sendo estas pequenos
peptideos termoestaveis (PM < 10 KDa), ativos em membrana e que ndo contém
lantionina na sua molécula. Esta classe € dividida em trés subgrupos. O subgrupo
lIA, formado por peptideos ativos contra Listeria spp, conhecidos como
bacteriocinas similares a pediocina. O subgrupo 1IB, formado por bacteriocinas
cuja acao antimicrobiana depende da atividade complementar de dois peptideos.
O subgrupo IIC, composto por peptideos ativados por tiol que requerem residuos
de cisteina para atividade, como a lactococcina B.

c) A classe lll é composta por grandes proteinas termo-sensiveis (>30KDa)
como a helveticina J e as lactacinas A e B.

d) A classe |V inclui bacteriocinas complexas compostas por uma ou mais
unidades protéicas e unidades quimicas (lipidica ou carboidrato) necessarias para
a atividade, como a plantaricina S.

Existem também as substancias chamadas de substancias semelhantes a
bacteriocina (bacteriocin-like) que englobam os compostos antimicrobianos de

natureza protéica que ainda nao estao completamente definidas ou ndo cumprem
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com todas as caracteristicas das bacteriocinas. Estas substancias geralmente
possuem um espectro de acdo maior, atuando contra uma variedade de bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e até alguns fungos (De Vuyst & Vandamme,

1994).

2.2.2 Mecanismo de agao

Os peptideos antibidticos catibnicos sintetizados nao ribossomalmente,
como a polimixina B e a gramicidina, atuam geralmente da mesma forma que a
descrita para as bacteriocinas. Ja, outros peptideos de origem nao ribossomal
atuam como inibidores da sintese de proteinas (Hancock & Chapple, 1999).

A atividade antibidtica das bacteriocinas baseia-se na interagao destas com
a membrana bacteriana (Héchard & Sahl, 2002). A formacdo de poros na
membrana citoplasmatica € um mecanismo de acdo comum destes compostos
(Klaenhammer, 1993). A membrana externa das bactérias Gram-negativas,
impenetravel para estes peptideos, geralmente previne a atividade antimicrobiana
(Papagianni, 2003). Algumas bacteriocinas requerem receptores especificos na
membrana enquanto que outras ndo. A classe Il sdo peptideos ativos na
membrana que destroem a sua integridade pela formagao de canais. A perda da
integridade da membrana geralmente leva ao extravazamento de ions, perda da
forga protomotiva e morte celular (Klaenhammer, 1993). J&, a classe IB ndo forma
poros na membrana mas atua interferindo em atividades enzimaticas essenciais
(McAuliffe et al., 2001).

ApOs penetrar na célula alvo, as bacteriocinas levam a morte da célula pela

formagdo de canais permeaveis de ions na membrana citoplasmatica; pela
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degradacgao nao especifica do DNA celular; pela inibigdo da sintese de proteinas;
pela clivagem especifica do rRNA 16S ou pela lise celular resultante da inibicao da

sintese do peptidioglicano (Riley, 1998; Hancock & Chapple, 1999).

2.2.3 Purificagao

A utilizacdo de peptideos antimicrobianos, tanto para estudo quanto para
aplicacao, requer geralmente a purificacdo destas substancias. Diversas técnicas
tém sido utilizadas pelos pesquisadores para conseguir este objetivo. Como sao
substancias com diferentes caracteristicas estruturais e propriedades quimicas,
nao €& possivel generalizar um método unico de purificagdo. Porém, muitos
trabalhos apresentam etapas similares. Geralmente, o processo inicia-se com a
centrifugagdo da cultura para separar as células do sobrenadante. Este é
posteriormente concentrado através de precipitagcdo com sulfato de aménio (outros
sais ou solventes podem ser utilizados nesta etapa). Em etapas posteriores séo
utilizados métodos cromatograficos como cromatografia de gel filtracdo, de troca
ibnica, de interac&o hidrofébica e de fase reversa (Santos et al., 1994; Jack et al.,
1995; Uteng et al., 2002). Pode ser utilizada também a extracdo com solventes
organicos. Apesar de que estas técnicas levam a producdo de preparacdes de
antimicrobianos altamente puros, o rendimento final é baixo e geralmente inferior a
20% (Jack et al., 1995). Além disso, estes procedimentos funcionam bem para
pequenas quantidades de sobrenadante, mas, tornam-se inviaveis para uma
producédo em escala semi-industrial (Uteng et al., 2002).

Alguns pesquisadores tém utilizado a propriedade das bacteriocinas de

serem adsorvidas pelas células produtoras para purificar estas substancias. Um
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exemplo consiste no aquecimento da cultura apés produgao da bacteriocina (para
matar as bactérias) sendo previamente ajustado o pH (a adsorgéo da bacteriocina
¢ dependente do pH). Posteriormente deixa-se uma noite a 4° C sob agitagao
magnética a fim de permitir a absor¢ao da bacteriocina nas células mortas. Apos
separar as células do sobrenadante estas sao lavadas e ressuspendidas em
tampao adequado e agitadas novamente sob refrigeragao para permitir a liberagao
da bacteriocina adsorvida. Esta €& obtida, assim, no sobrenadante (Yildirim &

Johnson, 1997; Atrih et al., 2001).

2.2.4 Aplicagoes

O potencial uso clinico dos peptideos antimicrobianos foi sugerido nos anos
1950. No entanto, o enorme impacto da era dos antibiéticos restringiu muitas das
pesquisas na area (Riley, 1998). Como exemplo do estudo da aplicagédo destes
peptideos tem-se a inibicdo de Shigella sonnei em conjuntivite por E. coli
colicinogénica; a utilizagdo de peptideos produzidos por microrganismos para
prevenir caries (Chikindas et al., 1997); o uso de nisina para inibir bactérias
formadoras de placa (Riley, 1998) assim como para o tratamento de ulcera
provocada por Helicobacter pylori (Hancock & Chapple, 1999). Foi também
sugerida a utilizagdo para inibir a formacao de biofilmes em cateteres (Fontana,
2002)

Uma das limitacbes dos antibidticos de amplo espectro € que eles matam
quase qualquer espécie bacteriana ndo especificamente resistente a droga. Isto
resulta numa intensa pressdo seletiva para a evolucdo da resisténcia aos

antibidticos, tanto em patdégenos quanto em comensais. As bacteriocinas, com o
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seu espectro de acgao relativamente restrito podem ser consideradas “drogas
planejadas” que alvejam patdégenos humanos especificos. O desenvolvimento e
uso destes antimicrobianos de particular espectro aumenta o seu tempo de vida ja
que diminui a frequéncia de uso, limitando a intensidade da selegdao por
resisténcia. Além disso, leva a uma redugdo na morte de espécies nao
patogénicas (espécies comensais) o que implica na diminuicdo dos niveis de
infeccao nosocomial (Riley & Wertz, 2002).

Quanto a aplicagdo de bacteriocinas como biopreservativos em alimentos,
aquelas produzidas por bactérias lacticas receberam atencao especial nos ultimos
anos devido a que estas bactérias tém sido utilizadas por séculos em alimentos
fermentados e sado vistas como GRAS (generally regarded as safe). O espectro
inibitorio destas bacteriocinas € geralmente restrito as bactérias Gram-positivas,
porém ativas contra importantes microrganismos deteriorantes e patogénicos
como Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringes, Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus (Riley, 1998). No entanto, a nisina é a
unica bacteriocina permitida para uso alimentar pelo Comité do Codex
Alimentarius da FAO (Food and Agriculture Organization). As bacteriocinas podem
ser usadas em diversas formas em alimentos, desde o uso das linhagens
produtoras diretamente nos alimentos como biocontroladores ou como culturas
“starters” em alimentos fermentados, até o uso de preparacdes concentradas da
bacteriocina como aditivo ou no desenvolvimento de embalagens com
bacteriocinas imobilizadas (Muriana, 1996; Scannell et al., 2000; Papagianni,

2003).
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No entanto, existem dois aspectos que devem ser considerados na
utilizacdo das bacteriocinas em alimentos: (1) as mudangas nas caracteristicas
organolépticas e na textura do alimento e (2) a interagao entre estes compostos e
os ingredientes do alimento e a influéncia desta interagdo na sua eficiéncia
(Devlieghere et al., 2003). Por exemplo, concentragdes moderadas de cloreto de
sodio, presentes em muitos produtos alimenticios, podem neutralizar o potencial
antimicrobiano de bacteriocinas como a sakacina K (Leroy & De Vust, 1999).
Outros componentes dos alimentos como amido, proteinas e gorduras podem
também alterar a capacidade antimicrobiana destes compostos (Devlieghere et al.,
2003). Por serem substancias de natureza proteica, as bacteriocinas sdo sensiveis
a degradagao por enzimas proteoliticas. Este € outro fator importante na sua
aplicacdo em alimentos, onde enzimas estdo presentes, seja como constituinte do
préprio alimento ou como resultado do metabolismo de microrganismos

proteoliticos.

2.2.5 Desenvolvimento de resisténcia a bacteriocinas

Em algumas populagdes de espécies normalmente sensiveis a
bacteriocinas foram encontradas linhagens resistentes. Apesar de n&o ser ainda
demonstrado, pode-se esperar que classes similares de resisténcia possam existir
para todas as bacteriocinas (Dykes, 1995). O desenvolvimento de resisténcia a
bacteriocinas € pouco caracterizado ainda, sendo necessarias pesquisas para

compreender melhor o fendbmeno (Gravesen et al., 2002b).
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A célula alvo pode desenvolver resisténcia ou tolerancia a acido das
bacteriocinas geralmente alterando receptores da superficie celular ou sistema de
translocacao (Ryley, 1998).

Podem ser observados trés tipos de mecanismos de resisténcia: imunidade,
resisténcia transferivel e resisténcia espontdnea (Dykes, 1995). A imunidade é
aquela apresentada pela célula produtora ou por bactérias que também produzem
bacteriocinas (Klaenhammer, 1993). A resisténcia transferivel € aquela codificada
por elementos genéticos moveis, tais como plasmideos, e que nao estado ligados a
producao de bacteriocina. A ocorréncia de resisténcia espontanea pode ocorrer
em baixos niveis em populacdes bacterianas. Porém, esta ndo leva a proliferacao
de linhagens resistentes no ambiente ja que os mecanismos de resisténcia podem
levar a uma perda na habilidade de concorrer contra linhagens néo resistentes na
auséncia da bacteriocina (Dykes, 1995).

Resisténcia cruzada entre diferentes bacteriocinas ja tem sido reportada por

diversos autores (Gravesen et al., 2002b).

2.3 Antimicrobianos produzidos por espécies do género Bacillus

O género Bacillus inclui uma variedade de espécies importantes
industrialmente e tem um histérico de uso seguro tanto na industria quanto em
alimentos (Paik et al. 1997). As caracteristicas que definem este género segundo
o Manual Bergey de Bacteriologia Sistematica (Sneath et al., 1986) sdo: bactérias
com forma de bastonete, Gram-positivas (ou positivas sé nos primeiros estagios

de crescimento), formadoras de esporos (ndo mais do que um por célula),
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aerdbias ou anaerdbias facultativas, sendo a maioria catalase positiva. Exibem
uma grande variedade de habilidades fisiolégicas podendo ser psicrotroficas ou

termofilicas, aciddfilas ou alcaldfilas.

Constitui um género interessante para a pesquisa de atividade
antimicrobiana ja que espécies de Bacillus produzem um grande numero de
peptideos antibidticos apresentando diversas estruturas quimicas diferentes
(Gebhardt et al., 2002). Membros do género Bacillus sdo conhecidos como
produtores de uma ampla variedade de peptideos antibidticos. Peptideos ciclicos
como a gramicidina S, tyrocidina e bacitracina e lipopeptideos como as iturinas,
bacilomicinas e fengycinas sdo metabdlitos secundarios caracteristicos isolados
deste grupo de microrganismos (Gebhardt et al., 2002). Membros do género que
foram reclassificados como Paenibacillus também produzem peptideos
antibidticos como o P. polymyxa, produtor da polimixina B e da polixina (Piuri et

al., 1998).

Uma bacteria do género Bacillus foi isolada de intestino de peixe da costa
japonesa, sendo produtora de atividade antimicrobiana (Sugita et al., 1998).
Foram realizados outros estudos onde foi demonstrada a produgao de substancias
antimicrobianas por bactérias aquaticas isoladas de diversas fontes (Dopazo et al.
1988, Sugita et al. 1997). Foi sugerido que bactérias intestinais produtoras de
antimicrobianos podem prevenir o estabelecimento de bactérias invasoras no

intestino do peixe (Sugita et al. 1997).
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Membros do género Bacillus foram reportados como sendo agentes
biocontroladores em diversas doengas de plantas. Yoshida et al. (2001) isolaram
uma linhagem de B. amyloliquefaciens produtora de compostos que inibiam
fungos e bactérias fitopatogénicas como Colletotrichum dematium e Erwinia
carotovora, respectivamente. Sharga & Lyon (1998) utilizaram uma linhagem de
B. subtilis originaria da Ucrania para inibir o desenvolvimento de Podriddo Mole

em tubérculos-batata causada por E. carotovora.

A producdo de bacteriocinas ou de substancias relacionadas tem sido
descrita para varias espécies do género Bacillus. Entre elas estdo B.
amyloliquefaciens, B. cereus, B. coagulans, B. licheniformis, B. megaterium, B.
stearothermophilus, B. subtilis, B. thermoleovarans e B. thuringiensis (Novotny &
Perry, 1992; Oscariz et al., 1999; Le Marrec et al., 2000; Yoshida et al., 2001).
Destas, a subtilina € a mais estudada, sendo um lantibiético produzido por B.
subtilis cuja estrutura e modo de agdo sao similares aos da nisina (Oscariz et al.,

1999).

Diversas bacteriocinas produzidas por B. cereus, chamadas de cereinas,
foram reportadas. A cereina 7 (Oscariz et al., 1999; Oscariz & Pisabarro, 2000) é
secretada em agregados, possui um peso molecular entre 3 e 10 KDa, é
termoestavel (100° C 15 min), estavel numa ampla faixa de pH (entre 2 e 9), tendo
efeito bactericida e bacteriolitico contra L. innocua. Ja a cereina 8 A (Bizani &
Brandelli, 2002) perde a sua atividade a 85° C, sendo estavel numa faixa de pH
entre 5 e 8 e possui um peso molecular maior que 20 kDa. A cereina produzida

por B. cereus GN105 s6 tem agéo contra espécies do mesmo género e possui um
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peso molecular de aproximadamente 9 kDa, perdendo a atividade a 90° C e sendo

estavel numa ampla faixa de pH (Naclerio et al., 1993).

Le Marrec et al. (2000) isolaram pela primeira vez uma bacteriocina da
familia das pediocinas produzida por uma bactéria ndo acido lactica. A coagulina
pls, produzida por B. coagulans 14 € codificada por plasmideo, tem acdo contra

Listeria e possui um PM de 4,6 KDa.

B. subtilis é conhecido por produzir diversos antibidticos, alguns deles
sintetizados ribossomalmente e produzidos durante a fase ativa de crescimento, e
outros sintetizados ndo ribossomalmente durante a fase estacionaria. Entre os
primeiros estdo a subtilosina, a subtilina, a sublancina, o TasA e, entre os
segundos, a surfactina, a bacilisina e as iturinas (Tamehiro et al., 2002). A
surfactina é um biosurfactante produzido por diversas linhagens de Bacillus
subtilis. E um lipopeptideo acido que possui uma estrutura ciclica. Contém sete
residuos de aminoacidos e é fechado por formacdo de lactona. E um
biosurfactante muito poderoso devido a sua natureza anfifilica, com uma cabeca
de aminoacido polar e uma cadeia de hidrocarbonos. Além das propriedades de
biosurfactante, a surfactina exibe outras atividades bioldgicas como atividade anti-
tumoral, antiviral, antibidtica e é capaz de lisar eritrécitos (Carrillo et al., 2003).
Tamehiro et al. (2002) reportaram pela primeira vez um antibidtico com estrutura

fosfolipidica produzido por B. subtilis, chamado de bacilisocina.

B. thuringiensis € uma bactéria amplamente utilizada na agricultura, sendo

que foram caracterizadas as seguintes bacteriocinas por ele produzidas: thuricina
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(Favret & Yousten, 1989), tochicina (Paik et al., 1997) e thuricina 7 (Cherif et al.,
2001). O peso molecular destas foi determinado como sendo de 950 Kda (forma
nativa), 10,5 Kda e 11,6 Kda respectivamente. As duas ultimas foram
relativamente termoestaveis (90° C 30 min), ativas numa faixa de pH entre 3e 9 e

sensiveis ao tratamento com proteinase K.

2.3.1 Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis é utilizado para a producgao industrial de diversas
substancias como as enzimas a-amilase, B-lactamase, protease alcalina e
fosfatase alcalina e o peptideo antibidtico bacitracina (Tran et al., 1998). A
estrutura da bacitracina € mostrada na Figura 1b.

Foram reportadas nos ultimos anos algumas substancias antimicrobianas
de natureza protéica produzidas por esta espécie. Entre elas estdo a produgao de
biosurfactantes conhecidos como lichenisinas, peptideos ativos contra amebas
(amebocinas) e uma bacteriocina designada como lichenina.

A lichenina foi produzida anaerobicamente por uma linhagem de B.
licheniformis isolado de rumem de bufalo. Tanto a producdo quanto a atividade
foram dependentes da falta de oxigénio. A bacteriocina foi termoestavel (100° C);
ativa numa faixa de pH entre 4 e 9; sensivel a proteinase K e apresentou um peso
molecular menor a 1,5 KDa (Pattnaik et al., 2001).

Amebocinas tém sido isoladas por linhagens de B. licheniformis e a sua
atividade contra Nagleria fowleri foi determinada (Galvez et al., 1993; Galvez et

al.,, 1994; Lebbadi et al.,, 1994). B. licheniformis D-13 produz trés peptideos
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hidrofébicos (amebocinas d-13A, d-13B e d-13C) que possuem atividade contra
Naegleria e tém um amplo espectro antibacteriano. Estas trés amebocinas
possuem a mesma composi¢cao de aminoacidos e um peso molecular de 1.870 Da
(Galvez et al., 1994). A amebocina m4-A (Lebbadi et al., 1994) possui agao
bactericida e bacteriolitica contra B. megaterium GR10. Neste caso ha inibicdo da
sintese de proteinas, DNA e RNA, sendo também afetado o potencial de
membrana. As amebocinas A12-A e A12-B sdo peptideos resistentes ao calor e
proteases com um peso molecular de 1.430 Da, sendo ativas contra alguns fungos
e leveduras, mas o espectro antibacteriano parece restrito a B. megaterium,
Corynebacterium glutamicum e Sarcina sp. (Galvez et al., 1993).

As lichenisinas sao lipopeptideos conhecidos por suas propriedades
biosurfactantes. Lichenisina A € um complexo de lipoheptapeptideos ciclicos
produzidos por diversas linhagens de B. licheniformis e exibe um amplo espectro
inibitorio contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Yakimov et al, 1995).
A sua estrutura geral € mostrada na Figura 1a. Constitui uma mistura de pelo
menos 14 componentes com PMs entre 992 e 1034 Da e é sintetizada né&o
ribossomalmente (Yakimov et al, 1999). Mikkola et al. (2000) demonstraram que a
lichenisina A possui acao téxica contra espermatozéides, provocando danos na
membrana celular e ativando a reagédo acrossomal. A surfactina (produzida por B.
subtilis) também mostrou estas caracteristicas (Mikkola et al., 2000). Porém, esta
ultima foi utilizada por Vollenbroich et al. (1997) para o combate de espécies de
Mycoplasma em células de mamiferos, sendo determinado que a baixa toxicidade
da surfactina nestas células permite o seu uso terapéutico com eficiéncia. Outras

lichenisinas (B, C e D) tém sido caracterizadas por outros autores, sendo que
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existem pequenas diferengas entre elas, dependendo da linhagem produtora

(Konz et al., 1999).
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Figura 1: Estrutura de peptideos antimicrobianos produzidos por B. Licheniformis.
a) estrutura geral da lichenisina A. b) bacitracina, Fonte: Index Merck,
Yakimov et al. (1999).
2.4 Otimizacao da producao de antimicrobianos e Metodologia de
Superficie de Resposta
Existem diversos fatores que influenciam na produgao de antimicrobianos
pelos microrganismos. Entre eles pode-se citar a composigdo do meio de cultura,
o pH, a temperatura, a aeragao e o tempo de incubacdo. O efeito do pH e da
temperatura é muito importante na produgao de bacteriocinas e tem sido estudado
por Krier et al (1998) para Leuconostoc mesenteroides FR52, por Vignolo et al
(1995) para Lactobacillus casei CRL 70, por Motta & Brandelli (2003) para
Brevibacterium linens, entre outros. Estes estudos foram realizados utilizando o
meétodo classico.
A otimizacgdo da produgéo de antimicrobianos pelo método classico envolve

a mudanca de uma variavel independente (nutriente, pH, temperatura, etc) fixando
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todas as outras variaveis. Isto consome muito tempo e é de custo elevado para um
grande numero de variaveis (Adinarayana et al., 2003). Além disso, pode levar a
conclusodes erréneas (Oh et al.,, 1995). A metodologia de superficie de resposta
(MSR) é um conjunto de técnicas estatisticas para desenhar experimentos,
construir modelos, avaliar o efeito de fatores e procurar condigcbes 6timas dos
fatores para uma resposta desejada (Li et al., 2002). Tem a vantagem de permitir
estudar efeitos realizando um numero pequeno de experimentos, além de
possibilitar o estudo das interacdes entre estes efeitos, o que o método classico
nao permite. Esta metodologia foi aplicada com sucesso em diversas areas da
biotecnologia como a bioconversdo de soro de queijo em micélios de Ganoderma
lucidum (Lee et al., 2002), a otimizagdo da produgdo de neomicina por
Streptomyces marinensis (Adinarayana et al., 2003), a produgdo de enzimas
diversas (Bocchini et al., 2002; Beg et al., 2003; Puri et al., 2002), entre outros.
Com respeito a produgao de bacteriocinas, Fléres (2000) otimizou a produgéo de
nisina por Lactococcus lactis subps. lactis variando a composicdo do meio
utiizando a MSR. Li et al. (2002) sugeriram ser os primeiros em utilizar esta
metodologia para otimizar o meio de cultura na produgcdo desta mesma
bacteriocina. Neste estudo foram variados os seguintes fatores: concentragao de
sacarose, de peptona de soja, de extrato de levedura e de alguns sais. Porém,
condicbes de cultivo como temperatura e pH ndo foram estudadas. Mais
recentemente, Leal-Sanchez et al. (2002) otimizaram a produg¢do de bacteriocina
por Lactobacillus plantarum utilizando a MSR, variando as concentragdes de
glicose e NaCl no meio, o tamanho do indculo, a aeragdo e a temperatura de

crescimento.
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Geralmente, os estudos de producido de bacteriocinas sao realizados em

meios de cultura comerciais o0 que implica em elevados custos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos: camara de fluxo laminar
vertical marca Pachane, modelo PA 115; autoclave vertical, marca Phoenix,
modelo AV75; incubador com agitacdo, marca Nova Técnica, modelo NTPHZ2;
geladeira, marca Electrolux, modelo Prosdocimo R26; freezer vertical, marca
Consul, modelo Practice 240; estufas incubadoras, marca De Leo; aparelho
purificador de agua, marca Honeywell Braukmann TKA; destilador de 4gua, marca
Biomatic; banho-maria, marca Thermomix; centrifuga refrigerada, marca Hermle,
modelo Z323K; centrifuga de bancada para tubos cénicos, marca Eppendorf,
modelo 5410; espectrofotdmetro, marca Hitachi, modelo U-1100; coletor de
fragdes, marca BioRad, modelo 2128; medidor de pH, marca Nova Técnica;
contador de colbnias, marca Phoenix, modelo CP 608, microscopio, marca
Olympus CX40; espectrofotdbmetro de infravermelho, marca Perkin Elmer, modelo
SpectrumOne; agitador de tubos “vortex”, marca Biomatic; capela de exaustao de
gases; bomba de vacuo, marca Quimis Aparelhos Cientificos LTDA, modelo
355B1; cuba para eletroforese marca Hoefer Scientific, modelo Mighty Small, fonte

de eletroforese Pharmacia LKP EPS 500/400.



25

3.2 Meios de cultura

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: agar-agar (Merck); caldo de
cérebro e coragao (Merck); agar nutriente (BBL Becton Dickinson); caldo Mueller
Hinton (Oxoid); agar triptona de soja (Mast Dagnostics); caldo triptona de soja
(Acumedia); agar Man Rogosa e Shape (Oxoid); extrato de levedura (Biobras),
peptona bacteriolégica (Oxoid); peptona de carne (Merck); agar de ferro e agucar
triplice (Biobras); agar MacCoonkey (Oxoid). Os residuos e sub-produtos
agroindustriais utilizados como meio foram: soro de queijo em pd (Parmalat),
penas de frango (Avipal S.A.), farinha de pena (Bunge Alimentos S.A.), residuo
industrial fibroso de soja (Bunge Alimentos S.A.), bagaco de uva (vinicola
Valmarino, Bento Gongalves, RS), farinha de peixe (Industria localizada em Rio

Grande, RS).

3.3 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes: acetona (Nuclear), metanol
(Merck); etanol (Merck); 2-propanol (Merck); butanol (Merck); dimetil-sulféxido
(Merck); tolueno (Vetec); xileno (Merck); cloroféormio (Merck); n-hexano (Merck);
ciclo-hexano (Riedel-deHaén); querosene, 6leo mineral; -mercaptoetanol (Riedel
de Haén); N,N’-metilendiacrilamida (Merck); N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina
(TEMED - Riedel de Haén); Tween 20 (Reagen); Tween 80 (Nuclear); Triton X100
(Sigma); deoxicalato de sédio (Merck); Dodecil Sulfato de Sédio (Nuclear); acido
cloridrico (Merck); acido tricloroacético (Nuclear); acido etilendiaminotetracético

dissédico (EDTA - Riedel de Haén); sulfato de aménio (Nuclear); fosfato de sddio
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(Merck), hidroxido de sodio (Nuclear), iodeto de potassio (Nuclear); citrato tri-
soédico (Merck); fosfato de sédio (Merck); cloreto de sodio (Merck); persulfato de
amoénio (Merck); hidroximetilaminometano (Tris — Sigma); glicina (Merck);
Coomassie R250 (Merck); verde de malaquita (Nuclear), fucsina (Inlab); cristal
violeta (Inlab), verde de malaquita (Nuclear); safranina T (Riedel de Haén);
Sephadex G100 (Pharmacia); CM-Sephadex (Pharmacia); papaina soluvel
(Merck); tripsina de pancreas suino tipo Il (Sigma); pronase E (Sigma); proteinase

K (GibcoBRL); azocaseina (Sigma).

3.4 Microrganismo produtor

Foi utilizado como microrganismo produtor de atividade antimicrobiana uma
bactéria codificada como P40 isolada de intestino do peixe Piau-com-pinta (familia
Anostomidae, género Leporinus) da bacia amazénica (regido préxima a Manaus,
3°06’S, 60°01'W ). A bactéria foi selecionada em trabalhos anteriores dentre 87
isolados de solos e peixes da regido amazbnica, como sendo uma cultura
produtora de substéncias antimicrobianas. Este isolado foi gentilmente cedido pelo

Prof. Spartaco Astolfi Filho da Universidade Federal do Amazonas (UFA).

3.4.1 Caracterizagao morfoldgica, bioquimica e fisiolégica

Foram realizados diversos testes bioquimicos e analises morfolégicas para
caracterizagdo da cultura, segundo Sneath et al. (1986). Apds elucidacdo de
género foi utilizado o sistema APl 50 CHB e o software APILAB Plus (BioMérieux,

Marcy-I'Etoile, Franga) para determinagao da espécie.
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3.5 Microrganismos indicadores

Como culturas indicadoras para os testes de sensibilidade das substancias
antimicrobianas foram utilizados microrganismos patogénicos para humanos e
animais, fitopatégenos, microrganismos deteriorantes de alimentos, entre outros.
Os microrganismos utilizados foram: Aeromonas hydrophila ATCC 7966;
Aeromonas sp. (isolado clinico, PetLab — Laboratério Veterinario de Analises
Clinicas, Porto Alegre); Actinomyces sp. (isolado clinico, PetLab); Bacillus cereus
ATCC 14579; Bacillus cereus (alimento, LARA); Bacillus cereus 8Al (isolado do
solo, ICTA); Bacillus licheniformis P34 (isolado de peixe, UFA); Bacillus subtilis
(alimento, ICBS); Bacillus subtilis P6 (isolado de peixe, UFA); Brevibacterium
linens ATCC 19394; Brevibacterium linens ATCC 9175; Corynebacterium fimi
NCTC 7547; Chryseobacterium sp. KR6 (isolado de penas de frango, ICTA);
Enterobacter aerogenes (alimento, LARA); Enterococcus faecalis (alimento, ICTA);
Erwinia carotorovora subsp. atroseptica 132 (alimento, Departamento de
Fitossanidade da UFRGS); Erwinia carotorovora subsp. atroseptica 365 (alimento,
Departamento de Fitossanidade da UFRGS); Erwinia carotorovora subsp.
atroseptica 416 (alimentos, Departamento de Fitossanidade da UFRGS); Erwinia
carotorovora subsp. carotorovora 325 (alimento, Departamento de Fitossanidade
da UFRGS); Escherichia coli ATCC 25922; Escherichia coli 1 (alimento, LACEN);
Escherichia coli 2 (isolado clinico - urina, PetLab); Escherichia coli 3 (isolado
clinico - fezes, PetLab); Lactobacillus acidophilus ATCC 4356; Listeria innocua
(alimento, LARA); Listeria monocytogenes ATCC 7644; Microbacterium sp. KR10
(isolado de penas de frango, ICTA); Paenibacillus polymyxa P45Il (isolado de

peixe, UFA); Pasteurella haemolytica (isolado clinico, PetLab); Pseudomonas
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aeruginosa (isolado clinico, HCPA), Pseudomonas sp. 1 (isolado clinico, HCPA),
Pseudomonas sp. 2 (isolado clinico, PetLab); Pseudomonas sp. 3 multi-resistente
(isolado clinico, PetLab); Rhodococcus sp. (isolado clinico, PetLab); Salmonella
Enteritidis ATCC 13076; Salmonella Enteritidis (alimento, LACEN); Staphylococcus
aureus ATCC 25923; Staphylococcus aureus (alimento, LACEN); Staphylococcus
aureus 4059 (isolado clinico, PetLab); Staphylococcus aureus 5089 (isolado
clinico, PetlLab); Streptococcus sp. 1 B-hemolitico (isolado clinico, PetLab);
Streptococcus sp. 2 (isolado clinico — sinusite, PetlLab); Streptococcus sp. 3
(isolado clinico — urina, PetLab); Xanthomonas campestris ATCC 13951. Foram
utiizadas as seguintes leveduras: Candida kefyr, isolada de uma lagoa de
tratamento de efluentes da empresa de processamento de soja Bunge Alimentos
S.A.; Kluyveromyces marxianus CBS 6556, proveniente do Centraalblireau vor
Schimmelcultures (Holanda) e fornecida pelo Laboratério de Biotecnologia do

ICTA e Candida sp. (alimento, ICTA).

3.6 Manuteng¢ao dos microrganismos

Os microrganismos utilizados neste trabalho com os meios utilizados e as
temperaturas o6timas de crescimento estdo relacionados na Tabela 1. Os
microrganismos foram mantidos congelados a —20° C. Para isto, foram inoculados
em tubos de ensaio com seus respectivos meios na forma de caldo e incubados
na temperatura o6tima de crescimento durante 24-48 horas. Para a cultura

produtora foi utilizado o agar de cérebro e coragédo (BHA) e a temperatura de 30°
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C. Posteriormente foram transferidos para tubos de microcentrifuga 800uL do
cultivo e 200uL de glicerol estéril.
Dos congelados as culturas foram inoculadas em caldo e posteriormente

em placa, sendo periodicamente re-inoculados.

3.7 Determinagao do numero de células viaveis

Para determinar o numero de células viaveis por mililitro (UFC/mL)
aliquotas de 100 pL foram coletadas e diluidas de 10" a 10" em tubos de micro-
centrifuga contendo 900 puL de solugdo fisiolégica (NaCl 0,85%). Apos
homogeneizagdo em vortex foram aplicadas trés aliquotas de 20 uL em placas
com meio adequado. As placas foram incubadas em estufa durante 24 horas na
temperatura otima de crescimento da bactéria em questdo. Realizou-se a
contagem na diluigdo com um numero de coldnias entre 20 e 200, em contador de

colbnias.
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TABELA 1: Microrganismos indicadores utilizados e condi¢gdes de crescimento

Culturas indicadoras Meio de Temperatura
cultura (°C)
Gram positivas
Actinomyces sp. (clinico) MHA 30
Bacillus cereus ATCC 14579 BHA 37
Bacillus cereus (alimento) BHA 37
Bacillus cereus 8Al (solo) BHA 37
Bacillus licheniformis P34 (peixe) BHA 37
Bacillus licheniformis P40 (peixe, bactéria produtora) BHA 37
Bacillus subtilis (alimento) BHA 37
Bacillus subtilis P6 (peixe) BHA 37
Brevibacterium linens ATCC 19391 BHA 25
Brevibacterium linens ATCC 9175 BHA 25
Brochotrix termosphacta ATCC 11105 BHA 37
Corynebacterium fimi NCTC 7547 BHA 37
Enterococcus faecalis (alimento) BHA 37
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 MRSA 30
Listeria monocytogenes ATCC 7644 BHA 37
Listeria inoccua (alimento) BHA 37
Microbacterium sp. KR10 (penas) AL 37
Paenibacillus polymyxa P45II (peixe) BHA 37
Rhodococcus sp. (clinico) MHA 37
Staphylococcus aureus ATCC 25923 BHA 37
Staphylococcus aureus (alimento) BHA 37
Staphylococcus aureus 4059 (clinico) BHA 37
Staphylococcus aureus 5089 (clinico) BHA 37
Staphylococcus epidermidis (clinico) BHA 37
Staphylococcus intermedius (clinico) MHA 37
Streptococcus sp. 1 (clinico - B-hemolitico) MHA 37
Streptococcus sp. 2 (clinico - sinusite) MHA 37
Streptococcus sp. 3 (clinico - urina) MHA 37
Gram negativas
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 MHA 37
Aeromonas sp. (clinico) MHA 37
Chryseobacterium sp. KR6 (penas) AL 30
Enterobacter aerogenes (alimento) BHA 37
Erwinia carotorovora subsp. atroseptica 132 (alimento) BHA 25
Erwinia carotorovora subsp. atroseptica 365 (alimento) BHA 25
Erwinia carotorovora subsp. atroseptica 416 (alimento) BHA 25
Erwinia carotorovora subsp. carotorovora 325 (alimento) BHA 25

Escherichia coli ATCC 25922 BHA 37



31

TABELA 1: Continuagao - Microrganismos indicadores utilizados e condi¢bes de
crescimento

Escherichia coli 1(alimento) BHA 37
Escherichia coli 2 (clinico - urina) BHA 37
Escherichia coli 3 (clinico - fezes) BHA 37
Pasteurella heamolytica (clinico) MHA 37
Pseudomonas sp. 1 (clinico) BHA 37
Pseudomonas sp. 2 (clinico) BHA 37
Pseudomonas sp. 3 (clinico) BHA 37
Salmonella Enteritidis (alimento) MHA 37
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 MHA 37
Salmonella gallinarium (clinico) MHA 37
Xanthomonas campestris ATCC 13951 YMA 30
Leveduras
Candida Kefyr (efluente) PA 25
Candida sp. (alimento) PA 25
Kluyveromyces marxianus CBS 6556 PA 25

AL, agar leite; BHA, agar de cérebro e coragédo; MHA, agar Muller Hinton; PA, agar
batata; TSA, agar triptona de soja; MRSA, agar Man Rogosa e Sarpe; YMA, agar
de malte e extrato de levedura.

3.8 Obtencao do sobrenadante da cultura

3.8.1 Preparagao do pré-inéculo

O pré-indculo foi realizado em frascos de 50 mL contendo 20 mL de caldo
de cérebro e coracdo (BHI) e uma algada da cultura raspada de placas de agar
cérebro e coragdo (BHA). A cultura foi incubada por 24 horas em equipamento

incubador com agitacéo (125 rpm) a 30°C.

3.8.2 Obtencgao do sobrenadante bruto
Uma aliquota de 1 mL do pré-indculo foi transferida para um frasco

Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de BHI, incubando-se durante 48 horas
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em equipamento incubador com agitacédo (125 rpm) a 30°C. Posteriormente,
centrifugou-se a cultura durante 15 min a 10.000 g. O sobrenadante foi esterilizado
por filtracdo através de filtros de celulose com poros de 0,22 um (para volumes
pequenos) ou mediante filtragdo a vacuo com filtros de silica de 0,22 um (para
volumes maiores). O filtrado foi conservado em geladeira a 4° C até utilizag&o, por

um periodo maximo de 10 dias.

3.9 Determinagao das unidades arbitrarias por mililitro

Para determinar o numero de unidades arbitrarias por mililitro utilizou-se o
método de diluicdo seriada. Em placas de microtitulacio o sobrenadante foi diluido
sucessivamente na propor¢cao de 1:1 em PBS (solugéo fosfato 0,01M e NaCl
0,15M), tendo-se as dilui¢cdes V2, V4, 1/8, 1/16, 1/32, etc. Aliquotas de 20uL destas
diluicbes foram inoculadas em discos e testadas em placas de BHA previamente
inoculadas com uma solucéo fisioldgica estéril contendo 10° células/mL (0,5 na
escala de Mac Farland) de Listeria monocytogenes ATCC 7644 e incubadas a 37°
C durante 24 horas. Foi considerado que o disco onde foi colocada a primeira
diluicdo a nao apresentar atividade contém 1 UA/mL (Figura 2). Multiplicando-se a

reciproca da diluicao por 50 foram obtidas as UA/mL.



33

FIGURA 2: Teste de difusdo em agar e determinagao das unidades arbitrarias por
mL (UA/mL), mostrando os halos de inibi¢ao das diluigdes seriadas (1;
Y2; Va; 1/8; 1/16; 1/32; 1/64; etc). ICTA-UFRGS, 2004.

3.10 Curva de crescimento e produgao
Foi realizada uma curva de crescimento e produgédo a 30°C em meio liquido

(BHI) para avaliar a cinética de produgao da substancia antimicrobiana.

3.10.1 Preparagao do pré-inéculo

A bactéria produtora foi inoculada em frascos de 50 mL contendo 20 mL de
BHI e incubada em equipamento com agitagdo (125 rpm) a 30°C por 24 horas.
Apos este periodo, uma aliquota foi transferida para um tubo contendo BHI,
ajustando-se a absorbancia a 600 nm em espectrofotdmetro até atingir o valor de

0,3. Este valor coincide com um numero de unidades formadoras de colénias de
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aproximadamente 107 UFC/mL (previamente determinado através de uma curva

padrao relacionando a absorbancia da cultura e as UFC/mL).

3.10.2 Curva de crescimento

Uma aliquota de 1,0 mL do pré-inéculo foi transferida para um frasco
Erlenmeyer de 250 mL contendo 150 mL de BHI. Este foi considerado o ponto
zero da curva. Em intervalos de 4 horas foram realizados a medida da
absorbancia a 600 nm, a determinagdo das UFC/mL e das UA/mL conforme
descrito nos itens 3.7 e 3.9 respectivamente. Foi calculada a taxa especifica de
producdo segundo a seguinte equacgao:

Taxa. — (UA/mL), —(UA/mL), (1)
* (UFC/mL),—(UFC/mL),

Sendo: taxap, a taxa especifica de produgdo no tempo 2; (UA/mL),, a
atividade no tempo 2; (UA/mL)4, a atividade no tempo 1; (UFC/mL),, o numero de
células no tempo 2; (UFC/mL)4, 0 numero de células no tempo 1.

Foi também acompanhado o pH da cultura com fita universal de pH. O

experimento foi realizado em duplicata.

3.11 Caracterizagao inicial do sobrenadante
O sobrenadante bruto da cultura (obtido conforme item 3.8) foi testado
quanto a sua estabilidade frente a tratamento térmico, estabilidade frente a

variacdo do pH, acdo em diferentes pHs, estabilidade frente a enzimas
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proteoliticas, solventes organicos e outras substancias quimicas, a fim de avaliar a

natureza da substancia antimicrobiana produzida por Bacillus licheniformis P40.

3.11.1 Espectro de agcao

A atividade antimicrobiana do sobrenadante bruto contra as culturas
indicadoras descritas no item 3.5 foi avaliada pelo método de difusdo em agar com
discos (Kimura et al., 1998).

Para isto, foram realizadas suspensdes das culturas indicadoras em
solugdo fisiolégica com 10° células/mL (0,5 na escala de Mac Farland) e
espalhadas com swab em placas contendo os meios indicados na tabela 1. Apds
secagem foram colocados discos de celulose (didmetro de 6 mm) e inocularam-se
neles 20 uL do sobrenadante bruto. Apds o periodo de incubagao de 24-48h nas
condigdes otimas das culturas indicadoras, foi observada a formagao de halos de
inibicdo ao redor dos discos indicando a presenca de substancias inibidoras
(Figura 1). Os halos foram medidos com régua milimetrada. O teste foi realizado

em quadruplicata com dois sobrenadantes obtidos em diferentes datas.

3.11.2 Estabilidade térmica

Aliquotas do sobrenadante bruto (600 pL) foram incubadas em
temperaturas de 10°C (geladeira), 20°C (estufa), 30°C (estufa), 40, 50, 60, 70, 80,
90 e 100°C (banho Maria) durante 30 min e 121°C (autoclave) durante 15 min.
Testou-se a estabilidade a 100° C durante 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos.

Apds cada tratamento foi testada a atividade antimicrobiana contra Listeria
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monocytogenes ATCC 7644 conforme descrito no item 3.11.1. Foram realizados
controles com o sobrenadante bruto sem tratamento térmico a fim de calcular a
atividade antimicrobiana residual em cada caso. Cada experimento foi realizado
em duplicata com trés sobrenadantes obtidos em datas diferentes. A férmula
utilizada para calcular a atividade residual em porcentagem foi:

AR.(%) = fl r_ 2 x100 (2)

C

Sendo: Ht = Halo do sobrenadante apds tratamento (mm)
Hc = Halo do controle (mm)

A.R. = Atividade residual

3.11.3 Estabilidade frente ao pH e agcao em diferentes pHs

O sobrenadante bruto foi incubado em pHs entre 3 e 10 por 2 horas a 25°C,
utilizando 200 uL do sobrenadante e 200 uL de tampao. Os tampdes utilizados
foram tampéao glicina pH 3,0; tampé&o citrato (pH 4,0 e 5,0); tampé&o fosfato (pH 6,0
a 8,0) e tampéo tris (pH 9,0 e 10,0) todos numa concentragdo de 0,25 M.
Posteriormente, avaliou-se a atividade antimicrobiana frente a Listeria
monocytogenes ATCC 7644 conforme descrito no item 3.11.1 para avaliar a agéao
nos diferentes pHs. Imediatamente apds, as solugdes foram neutralizadas, e entao
foi avaliada novamente a atividade antimicrobiana, a fim de avaliar a estabilidade

frente aos diversos pHs. O controle do sobrenadante bruto foi realizado colocando
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200 pL de PBS no lugar do tampdo. A atividade antimicrobiana residual foi
calculada segundo a equacgéo 1. Os testes foram realizados em duplicata com trés

sobrenadantes obtidos em datas diferentes.

3.11.4 Estabilidade frente a enzimas proteoliticas

A resisténcia as enzimas proteoliticas foi avaliada por incubacdo do
sobrenadante (pH = 7,0) em presencga de protease tipo XXV (Pronase E), papaina,
proteinase K e tripsina em concentragdes finais de 2 e 10 mg/mL durante 60 min a
37°C. Para isto, foram preparadas suspensdes enzimaticas de 20 e 100 mg/mL
em PBS. Aliquotas de 180 uL do sobrenadante foram incubadas com 20 uL de
solugdo enzimatica. Foram feitos controles para as enzimas com 20 ulL de
solugdo enzimatica e 180 uL de PBS e para o sobrenadante com 180 uL do
sobrenadante e 20 uL de PBS. Em todos os casos, apds incubagédo a 37°C
durante 60 min foi avaliada a atividade antimicrobiana contra Listeria
monocytogenes ATCC 7644 conforme descrito no item 3.11.1. A atividade
antimicrobiana residual foi calculada segundo a equacgdo 1. Os testes foram

realizados em duplicata com trés sobrenadantes obtidos em datas diferentes.

3.11.5 Estabilidade frente a solventes organicos, detergentes e outras
substancias quimicas

Foi avaliada a estabilidade do sobrenadante frente a diferentes solventes

organicos. Para isto, colocaram-se aliquotas de 200 uL com 100 uL de cada

solvente organico e incubando-se (apdés homogeneizagédo) durante 2 horas a
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37°C. Os solventes utilizados foram: acetona, metanol, etanol, 2-propanol, butanal,
dimetil-sulféxido (DMSO), tolueno, xileno e cloroférmio. Foram realizados controles
do sobrenadante e dos solventes tendo-se em conta a miscibilidade ou ndo entre
o solvente e o sobrenadante.

A estabilidade frente a detergentes foi determinada utilizando Tween 20,
Tween 80 e Triton X100 numa concentracéo final de 10% (v/v) e deoxicolato de
sédio (concentragao final de 1 mg/mL). Aliquotas do sobrenadante foram
incubadas com os detergentes durante 60 min a 37°C.

Foi avaliada também a estabilidade frente a tratamento com EDTA
(concentragao final de 10 mM) e acido tricloroacético (TCA - concentragao final de
100 mg/mL). No caso do TCA, o sobrenadante foi previamente incubado com o
acido por 2 h a 4° C, centrifugado a 10.000 g por 5 min e neutralizado antes de
realizar o teste de atividade antimicrobiana.

Em todos os casos a atividade residual foi avaliada contra Listeria
monocytogenes ATCC 7644 conforme descrito no item 3.11.1 e calculada
segundo a equacdo 1. Os testes foram realizados em duplicata com trés

sobrenadantes obtidos em datas diferentes.

3.11.6 Cromatografia de gel filtragao

A fim de estimar o peso molecular da substancia com atividade
antimicrobiana foi realizada uma cromatografia de gel filtragdo. Uma aliquota de 1
mL do sobrenadante bruto foi eluido em coluna de gel filtracdo (0,8 x 30 cm)
Sephadex G-100 pré-equilibrada com tampao fosfato 10 mM pH 7 ou com o

mesmo tampé&o com alta forga iénica (contendo NaCl 1,5 M). Foram coletadas 18
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aliquotas de 1 mL determinando-se a sua absorbancia a 280 nm e a atividade
antimicrobiana conforme item 3.11.1 contra L. monocytogenes ATCC 7644.

Uma aliquota de 1 mL de inibidor de tripsina (de peso molecular igual a 21
kDa) foi também inoculada na coluna a fim de se obter um valor de referéncia e

estimar o valor do peso molecular da substancia antimicrobiana.

3.11.7 Determinacao do efeito e modo de agdao contra Listeria
monocytogenes ATCC 7644 e Erwinia carotovora subp.

atroseptica 132
Este experimento buscou avaliar o efeito e modo de agéo (bacteriostatico
ou bactericida) do sobrenadante bruto sobre uma bactéria indicadora. Foi
realizado um pré-indculo da bactéria indicadora em tubo contendo 10 mL de BHI
incubado na estufa a 37° C durante 18 horas. Apds este periodo, a cultura foi
diluida com meio BHI até obter uma concentragdo de aproximadamente 10°
células por mL (através de realizagdo prévia de curva padrdo). Usou-se um
in6culo de 500 pL em tubos contendo 16 mL de BHI. O crescimento foi monitorado
em intervalos de 2 horas através da absorbancia (600 nm) e a contagem de
UFC/mL. Apds 4:30 horas de incubagao foram adicionados 4 mL de sobrenadante
(concentracgao final de 100 UA/mL para Listeria monocytogenes e 200 UA/mL para
Erwinia carotovora). No cultivo controle adicionou-se 4 mL de meio (BHI) no lugar
do sobrenadante. Apdés 1:30, 3:30, 5:30 e 7:30 horas foram monitorados a

absorbancia e a viabilidade celular (UFC/mL).
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Em outro experimento foram adicionados 4 mL do sobrenadante bruto em
uma cultura de 4 horas de cada uma das bactérias indicadoras com uma
absorbancia de aproximadamente 1,0 (a 600 nm). Acompanhou-se o decréscimo
da absorbancia em alguns intervalos de tempo (apdés 1, 2, 3 e 4 horas) a fim de
determinar se houve lise celular (modo de acao bacteriolitico). Realizou-se um

controle colocando BHI no lugar do sobrenadante bruto.

3.12 Purificagao parcial
Diversos passos foram executados para purificar parcialmente a substancia
antimicrobiana. Em cada um deles foi quantificada a atividade antimicrobiana
(UA/mL) conforme item 3.9 e a quantidade de proteina pelo método de Lowry
(conforme item 3.12.7) para poder calcular o fator de purificagdo e o rendimento

em cada passo. A figura 3 mostra o esquema de purificagéo utilizado.
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Sobrenadante cru

Precipitagdo com sulfato de aménio (0-20%)

Pellet - ressuspensdo com tampao fosfato
Fracéo |

Coluna de gel filtragéo (G-100)
Fragéo |l

Cromatografia de troca i6nica (CM)

Substéncia 1 Substancia 2
(eluicdo com tampao fosfato) (eluigdo com tampao fosfato com gradiente de NaCl)
Fracao Il Fracao IV

FIGURA 3: Esquema de purificagdo utilizado

3.12.1 Precipitagao fracionada com sulfato de aménio

O primeiro passo da purificacdo foi determinar o melhor intervalo de
precipitacdo com sulfato de amdnio através de uma precipitacdo fracionada. A
precipitacdo foi realizada nos seguintes intervalos: 0-20%; 20-40%; 40-60%; 60-
80% e 80-100% de saturagao. Para isto, colocaram-se 50 mL de sobrenadante em
banho de gelo com agitagdo magnética e foram adicionados aos poucos a
quantidade suficiente de sulfato de aménio para atingir uma concentragao de 20 %
(Englard & Seifter, 1990). Ap6s deixar sob agitacdo durante 15 min, realizou-se a
centrifugacédo (4°C) a 10.000 g durante 10 min. O pellet foi separado do

sobrenadante e ressuspendido com 1,0 mL de tampao fosfato 10 mM pH 6,0. O
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sobrenadante foi recolocado em banho de gelo e foi adicionada a quantidade
suficiente de sulfato de amonio para atingir 40% de saturagédo (Englard & Seifter,
1990). Repetiu-se a operagao anterior e o sobrenadante foi precipitado novamente
até 60% de saturacdo. O mesmo procedimento foi realizado para a precipitagao
nos intervalos de 80% e 100% de sulfato de amoénio. Nas diferentes aliquotas foi
quantificada a atividade antimicrobiana em UA/mL (conforme item 3.9) e a
proteina soluvel pelo método de Lowry (conforme item 3.12.7). O teste foi

realizado trés vezes com sobrenadantes obtidos em diferentes datas.

3.12.2 Cromatografia de gel filtragao (G-100)

Apos determinar o melhor intervalo para precipitacdo com sulfato de aménio
precipitou-se neste intervalo (0-20%) 50 mL do sobrenadante em banho de gelo e
agitacdo magnética. Foi realizada a centrifugagdo conforme descrito no item
anterior. Posteriormente, o pellet foi ressuspendido em 1,5 mL de tampao fosfato
10 mM pH 6,0. Esta foi designada como fragao |I. Uma aliquota de 1 mL desta foi
aplicada numa coluna de gel filtragdo (0,8 x 30 cm) Sephadex G-100 pré-
equilibrada com tampao fosfato 10 mM pH 6,0. O fluxo utilizado foi de
aproximadamente 20 mL/h (gravidade simples). Fragdes de 1 mL foram coletadas
em tubos de microcentrifuga e a absorbancia a 280 nm foi determinada em
espectrofotometro. Todas as fragdes foram testadas quanto a atividade

antimicrobiana contra L. monocytogenes ATCC 7644 conforme item 3.11.1.
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3.12.3 Cromatografia de troca iénica (CM-sephadex)

As aliquotas com atividade antimicrobiana obtidas no item anterior foram
agrupadas e designadas como fragao Il. Esta foi aplicada numa coluna de troca
ibnica CM-sephadex (1 x 10 cm) equilibrada com tampao fosfato 10 mM pH 6,0. A
coluna foi eluida com este tampéao e posteriormente com um gradiente linear de
NaCl (de 0 a 1 M). O fluxo utilizado foi de 30 mL/h, controlado através de uma
bomba peristaltica. Aliquotas de 2 mL foram coletadas através de um coletor
sendo determinada a absorbancia a 280 nm e a atividade antimicrobiana de cada
aliquota contra L. monocytogenes ATCC 7644 segundo item 3.11.1. Foram

obtidas aqui as fragdes Ill e IV.

3.12.4 Caracterizagao da fragao lll

A fragéo lll foi caracterizada realizando-se alguns dos testes descritos no
item 3.11 (estabilidade térmica, estabilidade frente a enzimas proteoliticas e TCA e
estabilidade e agdo em diferentes pHs). Ao serem notadas caracteristicas de
biosurfactante, foi determinado o indice de emulsificagdo com o0s seguintes
hidrocarbonetos: xileno, tolueno, querosene, 6leo de girassol, n-hexano, ciclo-
hexano e 6leo mineral. O teste foi realizado conforme Bicca (1998) pela adigdo de
2 mL da fonte de hidrocarboneto em 2 mL da fragéo Il e agitando em vortex por
dois minutos. Depois de 24 horas, o indice de emulsificacdo em 24 horas (Ey4) foi

calculado pela férmula abaixo:
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E altura - da - camada - de - emulsdo
24 —

x 100 3)

altura - da - camada - total

Para descartar a hipétese de que esta fracdo seja uma protease com
atividade antimicrobiana foi determinada a atividade proteolitica da fracao
(conforme item 3.14.2.1) e comparada com os valores para o sobrenadante bruto

e para a fracao Il.

3.12.41 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A pureza da fracdo Ill e o seu peso molecular foram estimados por
eletroforese em gel de poliacrilamida, conforme descrito por Bhunia & Johnson
(1992), com algumas modificagbes. Duas aliquotas de 1 mL do sobrenadante
bruto e da fragao Ill foram liofilizadas e ressuspendidas em 50 uL de tampao tris
125 mM pH 6,8 contendo 0,1% de SDS (dodecil sulfato de sbédio) e 20% de
glicerol. Em uma das aliquotas de cada fracdo foi adicionado 5% de -
mercaptoetanol sendo colocadas em banho-maria a 100° C por 5 min. As
amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 14% e a eletroforese foi
realizada utilizando um sistema Mighty Small com uma corrente de 20 mA por gel.
Apoés a eletroforese o gel foi cortado e uma das metades (aquela contendo as
fragbes sem B-mercaptoetanol) foi lavada com agua destilada estéril varias vezes
para a remog¢ao do SDS e posteriormente colocada sobre uma placa contendo
uma fina camada de BHA. Sobre ele foi despejado um BHA contendo
aproximadamente 10° UFC/mL de L. monocytogenes ATCC 7644. Apos 24 horas

de incubag&o em estufa a 37° C foi observada a presenca de halos de inibigdo na
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banda correspondente a substancia antimicrobiana de natureza protéica existente.
A outra metade do gel (onde foram colocadas as amostras com f-mercaptoetanol)

foi corada com Coomassie blue G250 para observar as bandas de proteina.

3.12.4.2 Espectroscopia de Infra-Vermelho

A espectroscopia de infra-vermelho foi realizada no Instituto de Quimica de
Pontificia Universidade Catolica (PUC-RS). A fragao Il foi previamente extraida
com 1-butanol na proporcédo 2:3, sendo o solvente posteriormente evaporado a
30° C. O residuo foi ressuspendido em agua e seco em placa ética de ZnSe. Em
seguida, determinou-se o espectro da amostra em espectrofotdmetro de infra-

vermelho equipado com mdédulo de refleténcia total atenuada (ATR).

3.12.5 Determinagao da concentragao de proteina soluvel

Para determinar a concentragdo de proteina soluvel em cada uma das
fracbes obtidas nas etapas de purificacdo foi utilizado o método de Lowry et al.
(1951) com a utilizacdo do reagente de Folin e Ciocalteau (FC). Foi realizada uma
curva padrao com soro albumina bovina (BSA). A absorbancia foi medida a 560
nm calculando-se as concentracdes de proteina soluvel. Todas as determinagdes

foram realizadas em duplicata.

3.13 Aplicagao no combate a um fitopatégeno: Erwinia carotovora
A fim de determinar a possivel utilizagdo das substancias no combate a

uma bactéria fitopatdégena, de importancia em alimentos, utilizaram-se amostras
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de uma etapa intermediaria da purificagdo. Foi utilizada a fragdo Il (contendo
ambas substancias) para avaliar a atividade in vitro e in vivo. A determinagéo das
concentracdes bacteriostatica e bactericida minimas foi realizada com quatro
linhagens de Erwinia carotovora descritas no item 3.5. Para os demais testes foi

utilizada a linhagem de Erwinia carotovora subsp. atroseptica 132.

3.13.1 Determinagao da concentragao inibitéria minima

Na determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM) utilizaram-se os
métodos descritos no manual do National Committee of Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) Tabelas M7-T2 (1988), modificado para a utilizagdo de
microplacas.

Nesta avaliacdo, 100 uL de uma suspensdo contendo 10° UFC/mL do
microrganismo em BHI foram adicionados em 100 uL de solugao fisiolégica estéril
contendo diferentes concentracdes da fracao Il. As concentragdes utilizadas foram
de 50 UA/mL a 12800 UA/mL (concentragao final). No controle positivo foi utilizada
solugdo fisioldgica estéril no lugar da fragdo Il. Nos controles negativos foram
colocados 100 uL de meio BHI estéril e 100 uL das diferentes concentragcbes da
fracao Il. Posteriormente, as placas foram incubadas durante 24 h a 25° C.

A menor diluicdo da fragdo Il onde ndo houve crescimento foi considerada

como a CIM.
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3.13.2 Determinagao da concentragao bactericida minima

A determinagdao da concentragcdo bactericida minima (CBM) foi realizada
semeando uma aliquota de 20 ulL dos pogos que nédo apresentaram crescimento
em pogos de outra microplaca contendo 100 uL de BHI estéril. Os controles
também foram reinoculados. A microplaca foi incubada em estufa a 25° C durante
24 h. A menor diluicdo da fracao Il onde n&do houve crescimento foi considerada

como a CBM.

3.13.3 Curva dose-resposta

Uma suspensao em BHI de E. carotovora subp. atroseptica 132 contendo
10" UFC/mL foi inoculada com diferentes concentracdes da fragdo Il (entre 7
UA/mL e 6400 UA/mL concentragdo final) durante 60 minutos. Foram
determinadas em cada caso as UFC/mL finais. O experimento foi realizado em

triplicata.

3.13.4 Cinética de agao da substancia antimicrobiana

Apds determinar a dose minima capaz de eliminar 10" UFC/mL em 60
minutos, foi determinada a cinética de acao da fracédo Il. Para isto, inoculou-se
uma suspensdo em BHI contendo 10’ UFC/mL de E. carotovora subp. atroseptica
132 com a dose de 6400 UA/mL e determinaram-se as UFC/mL apés 2, 4, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 75, 90 e 105 minutos de incubagéo a 25° C. Foi acompanhada a

absorbancia a 600 nm em alguns dos pontos. O controle foi realizado colocando
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solucgdo fisioldgica estéril no lugar da fracdo Il. O experimento foi realizado em

duplicata.

3.13.5 Protecao de tubérculos de batata in vivo

A capacidade da fracao |l de evitar a podriddo mole em tubérculos-batata
foi realizada conforme descrito por Medina (2002). Foram utilizadas batatas da
variedade Mona Lisa adquiridas em mercado local, sendo previamente lavadas e
desinfetadas externamente com agua sanitaria. As batatas foram perfuradas em
triplicata com palitos estéreis (2 cm de profundidade) e foram aplicados 10 uL da
fracdo Il em concentragbes de 6400 e 102400 UA/mL. Para obter esta ultima, a
fracédo Il foi liofilizada e ressuspendida em agua Milli-Q. Ap6s 30, min 10 uL de
uma suspensdo de E. carotovora subsp. atroseptica 132, contendo 10° UFC/mL
em solucgéo fisioldgica estéril, foi aplicada nos mesmos locais. Controles para a
fracéo Il e para a bactéria foram realizados com solugéo fisiolégica.

As batatas foram incubadas em camera Umida durante 48 horas a 25° C.

Posteriormente, foram cortadas na altura das lesdes e fotografadas.

3.14 Otimizacao da producao

3.14.1 Avaliagao da produgao em residuos e sub-produtos da industria
de alimentos
Foi avaliada a producdo da atividade antimicrobiana em residuos e sub-

produtos agroindustriais: soro de queijo em pd 7%, meio pena 1% (conforme
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Anexo 1), farinha de pena 1% (conforme Anexo I), farinha de pena 2,5 %
hidrolizada (conforme Anexo 1), residuo industrial fibroso de soja (RIFS) 3%,
bagaco de uva 3% (conforme Anexo l), farinha de peixe 1%. A concentracédo dos
meios utilizados foi escolhida conforme trabalhos anteriores ou de forma que o
meio ficasse com uma consisténcia adequada. Em todos os meios, o pH foi
ajustado previamente a 7,0. O pré-inéculo foi realizado em BHI conforme item
3.10.1. Aliquotas de 1 mL foram transferidas para frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de meio a ser testado. Apés incubagao sob agitagao (125 rpm)
durante 48 h o sobrenadante foi obtido centrifugando aliquotas de 1 mL e tratando
o sobrenadante em banho-maria a 100° C durante 5 minutos para eliminagao das
células. Posteriormente foi determinada a atividade antimicrobiana (em UA/mL

conforme item 3.9). Os testes foram realizados em duplicata.

3.14.2 Maximizagdo da producdao em soro de queijo pela Metodologia
de Superficie de Resposta

Apo6s a selegcdao do meio mais adequado para a producdo da atividade
antimicrobiana, a préxima etapa foi determinar os niveis 6timos de trés variaveis:
concentragao de soro de queijo, temperatura de cultivo e pH inicial do meio. Estas
variaveis foram escolhidas ja que estudos afirmam que a temperatura e o pH do
meio influenciam fortemente na producédo de substancias antimicrobianas. Para
isto foi aplicada a metodologia de superficie de resposta, realizando previamente
ensaios através de um experimento fatorial 2°. Foi realizado um planejamento em
estrela com trés pontos centrais (desenho central composto). A tabela 2 apresenta

os valores codificados e reais para o experimento e a tabela 3 os 17 ensaios
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realizados. Cada ensaio foi realizado em duplicata. O pré-inéculo foi realizado
conforme item 3.10.1. Os valores centrais (nivel zero) foram escolhidos como
sendo: temperatura, 30° C; pH, 7,0 e concentragdo de soro de queijo, 7%. A

codificagédo dos valores foi realizada através da seguinte equacgao:

X=Xy (4)

Onde x; é o valor codificado para a variavel independente i, Xi o valor real para a
variavel independente i, X, o valor real para a variavel independente i no ponto
central e AX;a mudancga no valor. Para a temperatura AX; € 7, para o pH inicial é 1
e para a concentragao de soro de queijo é 3.

Para um sistema de trés fatores a equagao do modelo é:

2 2 2
Y=>b, +bx; +byx, +byx; + b, x; +by,x5 +by;x; +b,x,x, +b3x,x; +byyx,x, (5)

Onde Y ¢é a resposta predita (produgdo de atividade antimicrobiana), b,, 0 valor
independente; by, by, bz, 0s coeficientes lineares; by, by, bss, 0s coeficientes
quadraticos e b2, b4z, b2s, 0s coeficientes de interacao.

Os resultados foram analisados pelo Médulo de Desenho Experimental do
programa Statistic for Windows 5.0 (Statsoft, USA). O modelo permite a avaliagéo
de efeitos lineares, quadraticos e as interagdes das variaveis independentes. As
superficies tri-dimensionais foram graficadas para ilustrar estes efeitos. Os valores
otimos para as variaveis foram obtidos ao solucionar a equacdo e também

analisando os graficos mencionados.
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Foram utilizados frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio
incubados durante 24 h na temperatura de cada experimento. Apds incubacgao foi
quantificada a atividade antimicrobiana como descrito no item anterior. Foi
também determinado o numero inicial e final de unidades formadoras de colbnias
por mL (conforme item 3.7) para avaliar o crescimento bacteriano em cada caso.
O pH final da cultura foi determinado com fita universal de pH (Merck). Para
verificar se a atividade antimicrobiana estava relacionada a producao de protease
foi determinada em cada um dos experimentos a atividade proteolitica utilizando

azocaseina como substrato conforme Iltem 3.14.2.1.

TABELA 2: Codificagao das variaveis para o planejamento fatorial 23

Variavel independente Simbolo Nivel

-1,68 -1 0 +1 +1,68
Temperatura (° C) X1 18,2 23 30 37 41,8
pH inicial X 532 6,0 7,0 8,0 8,68
Soro de queijo em po (%) Xz 1,96 40 7,0 10,0 12,04

Foram realizados 17 experimentos (em duplicata) segundo a tabela 4.
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TABELA 3: Ensaios realizados no experimento fatorial 2°

Ensaio Temperatura pH inicial Soro de queijo
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
3.14.21 Determinacgao da atividade proteolitica com azocaseina

Como substrato foi utilizada azocaseina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA) suspensa em tampéo tris 0,1M, pH 7,0 em concentragdo de 10 g/L. S&o
colocados 480 mL desta solugdo com 120 mL da amostra. Colocou-se no banho-
maria a 45° C durante 40 min. Posteriormente adiciona-se 600 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 10% para parar a reagao enzimatica. Coloca-se na geladeira
(4° C) durante 30 min e centrifuga-se a 10.000 g por 10 min. O branco da reagéo é
preparado através da adicdo de acido tricloroacético 800 ul do sobrenadante é
adicionado a 200 ul de NaOH, 1.8N e realiza-se a leitura da absorbancia a 420 nm

(visivel). O branco da reacao é realizado colocando-se o TCA no mesmo momento
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da colocagdo da amostra (tempo zero) realizando os mesmo procedimentos
descritos apds da adicdo do mesmo. Uma unidade enzimatica foi definida como a

quantidade necessaria de enzima para aumentar a absorbancia em 0,01.

3.14.3 Determinacgao de crescimento e produgao nas condigoes 6timas

de temperatura e pH
Foi realizada uma curva de crescimento bacteriano e producao de atividade
antimicrobiana nas condi¢cdes 6timas de temperatura e pH inicial e no ponto
central de concentragcéo de soro de queijo (7%). 100 mL de meio foram colocados
em frascos Erlenmeyer de 250 mL e inoculados como descrito no item 3.10.1 em
incubadora com agitagao (125 rpm). Em intervalos de tempo estabelecidos foram

determinadas as UFC/mL conforme item 3.7 e as UA/mL conforme item 3.9.



4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagao da linhagem produtora

A linhagem produtora foi submetida a estudos taxondmicos baseados na
morfologia celular, morfologia da colénia, caracteristicas de crescimento e
diversos testes bioquimicos. O isolado apresentou uma morfologia da cultura
caracteristica, mostrando colénias amplas, membranosas e irregulares. Em BHA
foram observadas vesciculas arredondadas. J& em agar nutriente ndo foram
formadas vesiculas, e sim, colénias amplas em forma de “dedos”. As coloracdes
de Gram e esporos mostraram bastonetes com endosporo central (figura 4). A
bactéria cresceu aerdébicamente, foi fortemente catalase positiva e apresentou
uma coloragédo de Gram variavel, sendo Gram positiva pelo teste de KOH (Tabela
4). Os testes realizados indicaram que a bactéria pertence ao género Bacillus

(Sneath et al., 1986; MacFaddin & Lippincott, 2000).



TABELA 4: Resultados dos testes bioquimicos e morfolégicos.

TESTE RESULTADO
Morfolégicos
Coloracédo de Gram
Teste KOH
Coloracao de esporos
Coloracéao de capsula -

+ + <

Fisiolégicos
Catalase
Oxidase
Amilase
Gelatinase
Motilidade
Oxidagao da glicose
Fermentagao da glicose
Indol
Citrato
Reducéo de nitratos
Urease
Voges-Proskauer
Crescimento em NaCl 3 %
Crescimento em NaCl 5 %
Crescimento em NaCl 7 % +
TSI ac/ac sem gas
Fenilalanina -
Crescimento a 10° C +
Crescimento a 37°C +
Crescimento a 55°C +
DNAse -

v, Variavel; +, positivo; -, negativo; ac, acido

+ 00+ 4+ + 4+ + 4+ o+

+ + +

55
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FIGURA 4: A) Coloragdo de Gram e B) coloracdo de esporos da bactéria
produtora. ICTA-UFRGS, 2004.

A tabela 5 mostra os resultados obtidos através do sistema APl 50 CHB.
Estes resultados foram analisados com o software APILAB Plus obtendo-se 99,5%

de identificagdo com a espécie Bacillus licheniformis.
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TABELA 5: Resultados dos testes bioquimicos obtidos através do sistema API 50

N° Teste Resultado N° Teste Resultado
0 Controle - 25 Esculina +
1 Glicerol + 26 Salicina D
2 Eritritol - 27 Cellobiose +
3 D-Arabinose - 28 Maltose +
4 L-Arabinose + 29 Lactose +
5 Ribose + 30 Melobiose -
6 D-Xilose + 31 Sacarose +
7 L-Xilose - 32 Trealose +
8 Adonitol - 33 Inulina -
9 B Metil-xilosidio - 34 Melezitose -
10 Galactose + 35 D-Rafinose +
11 D-Glicose + 36 Amido D
12 D-Frutose + 37 Glicogeno -
13 D-Manose + 38 Xilitol -
14 L-Sorbose - 39 B Gentiobiose -
15 Ramnose - 40 D-Turanose -
16 Dulcitol - 41 D-Lixose -
17 Inositol + 42 D-Tagatose -
18 Manitol + 43 D-Fucose -
19 Sorbitol + 44 L-Fucose -
20 A Metil-D-manosidio - 45 D-Arabitol -
21 A Metil-D-glicosidio + 46 L-Arabitol -
22 N Acetil glicosamina - 47  Gluconato -
23 Amigdalina D 48 2 ceto-gluconato -
24 Arbutina D 49 5 ceto-gluconato -

+, positivo (cor amarela); -, negativo (cor vermelha); D, duvidoso (cor laranja)

4.2 Curva de crescimento e produgao

A bactéria produtora foi incubada aerobicamente em BHI a 30° C sob
agitacdo. O crescimento bacteriano alcancou a fase estacionaria apés 12 h de
cultivo e a maxima atividade antimicrobiana foi observada a partir das 15 h (Figura
6). Foi observado que o pH manteve-se aproximadamente constante durante o

experimento e igual a 7,0-7,5. Foi observado também, um pico na taxa especifica
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de producgao (calculada segundo equacéo 1) as 12 h de cultivo, coincidindo com o

final da fase exponencial de crescimento (Figura 5).
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FIGURA 5: Curva de crescimento e producao de atividade antimicrobiana por B.

licheniformis P40. A densidade o6tica(®), e a atividade antimicrobiana
(m) foram monitorados e a taxa de produgdo especifica (0) calculada
nos tempos indicados. ICTA-UFRGS, 2004.

4.3 Caracterizagao inicial do sobrenadante bruto

4.3.1 Espectro de acao

O sobrenadante bruto da cultura de Bacillus licheniformis P40 foi testado
para a presenca de atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos,
incluindo bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras. A tabela 6 mostra

os halos de inibicdo obtidos ao serem aplicados 20 uL do sobrenadante sobre
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discos de celulose (diametro de 6 mm) em placa previamente inoculada com o
microrganismo indicador. Foi observada atividade inibitéria contra diversas
bactérias incluindo importantes patdégenos e deteriorantes como B. cereus, L.

monocytogenes, E. carotovora e isolados clinicos de Streptococcus sp.

4.3.2 Estabilidade térmica

O sobrenadante bruto foi incubado durante 30 min em diferentes
temperaturas e a sua atividade residual foi determinada. Mostrou-se estavel a
todas as temperaturas testadas, mantendo pelo menos 80% da sua atividade
(Figura 6). A atividade também foi mantida ao ser incubado a 100° C por até 10
min, perdendo parcialmente a sua atividade em intervalos de tempo maiores
(Figura 7). A atividade foi perdida totalmente apos autoclavagem (121° C / 15 min)

e ao ser estocado em geladeira por um periodo de 10 dias (Tabela 7).



TABELA 6: Espectro de agcdo do sobrenadante bruto

60

Microrganismo indicador

Halo de inibigcao

(mm)’
Gram positivas
Actinomyces sp. (clinico) -
Bacillus cereus ATCC 14579 11
Bacillus cereus (alimento) 10*
Bacillus cereus 8Al (solo) 8,5
Bacillus licheniformis P34 (peixe) 8
Bacillus licheniformis P40 (peixe — bactéria produtora) 7
Bacillus subtilis (alimento) 10*
Bacillus subtilis P6 (peixe) 7,5
Brevibacterium linens ATCC 19391 11,5
Brevibacterium linens ATCC 9175 9
Brochothrix thermosphacta ATCC 11509 -
Corynebacterium fimi NCTC 7545 12
Enterococcus faecalis (alimento) 8
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 11*
Listeria monocytogenes ATCC 7644 12
Listeria inoccua (alimento) 11
Microbacterium sp. KR10 (penas) 10
Paenibacillus polymyxa P45l (peixe) 9
Rhodococcus sp. (clinico) 15
Staphylococcus aureus ATCC 25923 -
Staphylococcus aureus (alimento) -
Staphylococcus aureus 4059 (clinico) -
Staphylococcus aureus 5089 (clinico) -
Staphylococcus epidermidis (clinico) -
Staphylococcus intermedius (clinico) 7
Streptococcus sp. (clinico - B-hemolitico) 11
Streptococcus sp. 1 (clinico — sinusite) 13
Streptococcus sp. 2 (clinico — urina) 11
Gram negativas

Aeromonas hydrophila ATCC 7966 9
Aeromonas sp. (clinico) 10
Chryseobacterium sp. KR6 (penas) 14
Enterobacter aerogenes (alimento) 15
Erwinia carotorovora subp. atroséptica 132 (alimento) 15
Erwinia carotorovora subp. atroséptica 365 (alimento) 11
Erwinia carotorovora subp. atroséptica 416 (alimento) 8
Erwinia carotorovora subp. carotorova 325 (alimento) 11

Escherichia coli ATCC 25922
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TABELA 6: Continuacéao - Espectro de agao do sobrenadante bruto

Escherichia coli (alimento) -
Escherichia coli (urina) -
Escherichia coli (fezes) -
Pasteurella haemolytica (clinico) 12
Pseudomonas sp. 1 (clinico) -
Pseudomonas sp. 2 (clinico) -
Pseudomonas sp. 3 (clinico) -
Salmonella Enteretidis ATCC 13076 -
Salmonella Enteretidis (alimento) -

Salmonella gallinarium (clinico) 9

Xanthomonas campestris ATCC 13951 12,5
Leveduras

Candida kefyr (efluente) -

Candida sp. (alimento) -

Kluyveromyces marxianus CBS 6556 10

t Diametro ao redor do disco; * Halos com inibigéo parcial; - sem inibicdo

TABELA 7: Estabilidade térmica da atividade antimicrobiana do sobrenadante

bruto.
Tratamento Atividade residual (%)*
40°C / 30 min 95 + 11
60°C / 30 min 92 + 11
80°C / 30 min 81+ 7
100°C / 30 min 76+ 9
121°C /103,5 kPa / 15min 0
4°C/10d 0
-20°C/15d 100 £ 20
Liofilizagao 100 + 20

* Atividade residual comparada com a atividade antimicrobiana antes do
tratamento térmico (conforme equacéo 1).
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FIGURA 6: Estabilidade térmica da atividade antimicrobiana do sobrenadante
bruto apdés incubacdo em diferentes temperaturas durante 30 min.
ICTA-UFRGS, 2004.
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FIGURA 7: Estabilidade térmica da atividade antimicrobiana a 100° C durante
diferentes intervalos de tempo. ICTA-UFRGS, 2004.
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4.3.3 Estabilidade e agao em diferentes pHs

Foi avaliada a atividade em diferentes pHs e a estabilidade da atividade
antimicrobiana do sobrenadante bruto em diversos pHs (de 3 a 10). O resultado é
mostrado na Figura 8. O sobrenadante mostrou-se estavel em todos os pHs
testados, mantendo pelo menos 80% da sua atividade. O sobrenadante mostrou
aproximadamente a mesma atividade em pHs entre 5 e 10 (80 a 100%), sendo de

aproximadamente 60 % em pHs 3 e 4.
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FIGURA 8: Influéncia do pH na atividade antimicrobiana do sobrenadante bruto.
Estabilidade frente a diversos pHs (0) e agdo em diferentes pHs (e).

ICTA-UFRGS, 2004
4.3.4 Estabilidade frente a enzimas proteoliticas
Para testar o efeito de enzimas proteoliticas o sobrenadante bruto (pH 7,0)
foi tratado com papaina, pronase E, proteinase K e tripsina, sendo determinada a
atividade residual. A tabela 8 mostra os resultados, onde pode-se observar que o

sobrenadante manteve praticamente toda a sua atividade ao ser tratado com uma
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concentracgéao final de 2 mg/mL de enzima. Ao ser tratado com uma concentragao

maior (10 mg / mL) sé foi sensivel a agao da pronase E.

TABELA 8: Atividade residual do sobrenadante bruto apds tratamento com
enzimas proteoliticas.

Enzima Concentracgao final (mg/mL) Atividade residual (%)
Pronase E 2 86 + 15

10 24 +10
Proteinase K 2 98 +6

10 105+ 10
Tripsina 2 95+9

10 89+12
Papaina 2 97+ 9

10 96 + 12

Testes realizados em pH 7,0 e incubagdo a 37° C durante 1 h. Posteriormente foi
avaliada a atividade residual frente a L. monocytogenes ATCC 7644.

4.3.5 Estabilidade frente a solventes organicos, detergentes e outras
substancias quimicas

Foi avaliado o efeito de diferentes substancias quimicas no sobrenadante

bruto. Este perdeu totalmente a sua atividade antimicrobiana ao ser tratado com

acido tricloroacético. Quando tratado com solventes organicos e outras

substancias, a atividade so6 foi afetada com o 1-butanol (Tabela 9).
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TABELA 9: Efeito de diferentes substancias quimicas na atividade antimicrobiana
do sobrenadante bruto

Tratamento Concentragao Atividade residual (%)
Acetona 50% (v/v) 100
Cloroférmio 50% (v/v) 100
Dimetil sulféxido 50% (v/v) 100
Etanol 50% (v/v) 100
Metanol 50% (v/v) 100
Butanol 50% (v/v) 0
Xilol 50% (v/v) 100
Tolueno 50% (v/v) 100
EDTA 10 mM 100
Acido tricloroacético 100 mg/mL 0
Deoxicalato de sédio 1 mg/mL 100
Tween 20 10% (v/v) 100
Tween 80 10% (v/v) 100

Testes realizados incubando o sobrenadante tratado a 37° C durante 2 h para os
solventes organicos e 1 h para detergentes. Para o TCA a incubagéo foi realizada a 4° C
durante 2 h, centrifugado e neutralizado. Posteriormente foi avaliada a atividade residual
em cada caso frente a L. monocytogenes ATCC 7644.

4.3.6 Estimativa do peso molecular

O sobrenadante bruto foi analisado por cromatografia de gel filtragcdo em
coluna de Sephadex G-100. A atividade antimicrobiana foi eluida no volume morto
da coluna (previamente determinado), sugerindo um peso molecular maior que
150 kDa. Quando a eluigéo foi realizada com tamp&o com alta forga iénica (1,5 M
NaCl), a atividade antimicrobiana foi detectada dentro do volume de resolugdo da
coluna (Figura 9). Isto sugere que a substancia forma aglomerados, que séo
separados através de uma solugao salina concentrada. Além disso, a comparag¢ao
do perfil de eluicdo da substancia com o do inibidor de tripsina (peso molecular
conhecido) sugere um peso molecular para a substéncia antimicrobiana inferior a

20 kDa (resultado ndo mostrado).
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FIGURA 9: Perfis de eluigdo da atividade antimicrobiana durante cromatografia de
gel filtracdo. O sobrenadante bruto foi aplicado em coluna de
Sephadex G-100 e eluido com tampao fosfato 10 mM (A ) ou tampéo
fosfato 10 mM contendo 1,5 M de NaCl (e). O volume morto da coluna
é indicado com uma seta (Vo). ICTA-UFRGS, 2004.

4.3.7 Determinagado do efeito contra Listeria monocytogenes ATCC
7644 e Erwinia corotovora atroseptica 132
A figura 10 mostra o efeito do sobrenadante bruto contra a cultura de
Listeria monocytogenes ATCC 7644 na fase inicial de crescimento exponencial.
Pode-se observar que 1:30 horas apds a aplicagdo do sobrenadante bruto todas
as células da bactéria indicadora foram mortas. O efeito bacteriolitico foi verificado
em outro experimento, ao adicionar 100 UA/mL (concentrac&o final) em uma
cultura de Listeria monocytogenes ATCC 7644 obtendo-se uma absorbancia
inicial (600nm) de aproximadamente 1,0. Apos 1 hora constatou-se a diminuicdo

da absorbancia para aproximadamente 0,05 (resultado ndo mostrado).
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FIGURA 10: Efeito do sobrenadante bruto contra Listeria monocytogenes ATCC

7466. Apds 4:30 min (indicado com uma seta) foi adicionado o
sobrenadante com uma concentracdo final de 100 UA/mL. Foi
acompanhada a absorbancia a 600 nm do controle (A) e do tratado
(A) e as UFC / mL do controle (0) e do tratado (e ). ICTA-UFRGS,
2004.

A figura 11 mostra o efeito do sobrenadante bruto contra uma cultura

de Erwinia carotovora subsp. atroseptica 132 na fase inicial de crescimento

exponencial. Pode-se observar que apos 3:30 horas da aplicagdo do

sobrenadante bruto todas as células da bactéria indicadora foram mortas. O efeito

bacteriolitico foi avaliado em outro experimento, ao adicionar 200 UA/mL

(concentragdo final) em uma cultura da mesma bactéria obtendo-se uma

absorbancia

inicial (600nm) de aproximadamente 1,0. Nao foi verificado efeito

bacteriolitico ao acompanhar a absorbancia da cultura por até 4 horas de agao, ja

que a absorbancia manteve-se constante (resultado ndo mostrado).
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FIGURA 11: Efeito do sobrenadante bruto contra Erwinia carotovora subsp.
atroseptica 132. Apos 4:30 min (indicado com uma seta) foi
adicionado o sobrenadante com uma concentracao final de 200
UA/mL Foi acompanhada a absorbancia a 600 nm do controle (A) e
do tratado (A) e as UFC/mL do controle (0) e do tratado (e). ICTA-
UFRGS, 2004.

4.4 Purificagao parcial das substancias antimicrobianas

4.4.1 Precipitagao fracionada com sulfato de aménio

A precipitacdo fracionada com sulfato de amoénio foi realizada com trés
sobrenadantes obtidos em diferentes datas. A tabela 10 mostra os resultados
obtidos para um destes sobrenadantes (os resultados para os outros dois foram
similares). A Figura 12 mostra o perfil de precipitagcado fracionada para este caso.
Pode-se observar que o precipitado obtido com 20% de saturagao de sulfato de
amoénio apresenta a maior atividade especifica (27.708 UA/mg de proteina). Este

valor é 7 vezes maior do que o precipitado obtido com 40-60% de sulfato de
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amonio, e 50 vezes maior do que a atividade especifica do sobrenadante bruto. O

rendimento para o precipitado é de aproximadamente 64%.

TABELA 10: Tabela de purificacdo para os diferentes precipitados obtidos na
precipitacado fracionada com sulfato de aménio.

Frago A Vol AT Prot Prot T AE. FP. Y
(UA/mL) (mL) (UA) (mg/mL) (mg) (%)
Sob.cru 3200 50 160000 5910 2955 541 1,0 100
P.0-20% 102400 1 102400 3,696 3,696 27708 51,2 64
P.20-40% 3200 1 3200 1,602 1602 1997 37 2
P.40-60% 12800 1 12800 3,344 3344 3828 71 8
P.60-80% 6400 1 6400 4,767 4,767 1343 25 4
P.80-100% 200 1 200 2926 2926 68 01 0,1
Sob. Final 0 58 0 3,052 177,0 0 00 O

P, Precipitado; Sob, Sobrenadante; A, Atividade (UA/mL); Vol, Volume (mL); AT,
Atividade total (UA); Prot., Proteina (mg/mL); Prot. T., Proteina total (mg); A.E.,
Atividade especifica (UA/mg proteina); F.P., Fator de purificacdo; Y, Rendimento
(%).
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FIGURA 12: Resultados da precipitacdo fracionada com sulfato de aménio
mostrando a atividade especifica (UA/mg proteina) do sobrenadante
bruto (Sob. Cru), de cada precipitado (P) com as diferentes
concentragdes de sulfato de aménio e do sobrenadante final da
precipitagdo (Sob. Final). ICTA-UFRGS, 2004.
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4.4.2 Cromatografia liquida de gel filtragao (G-100)

Os resultados do item anterior mostraram que o melhor intervalo de
precipitacdo com sulfato de amobnio é de 0-20% de saturagdo. Portanto, este
intervalo foi escolhido para continuar o processo de purificagdo. O passo seguinte
foi a cromatografia de gel filtragdo em coluna (0,8 x 30 cm) Sephadex G-100 pré-
equilibrada com tampao fosfato 10 mM pH 6,0. Uma aliquota de 1,0 mL do
precipitado ressuspendido neste tampao foi aplicada na coluna. As fragdes de 1,0
mL foram coletadas sendo avaliadas quanto a sua absorbancia a 280 nm e
atividade antimicrobiana. Para comparar o perfil obtido do precipitado com o perfil
obtido com o sobrenadante bruto nesta coluna foi aplicada uma aliquota de 1,0 mL
do sobrenadante bruto nas mesmas condi¢des. Os resultados sdao mostrados nas
Figuras 13 e 14. Pode ser observado que, para o sobrenadante bruto (figura 13) o
maior pico de proteina (fracbes 9, 10, 11 e 12) ndo coincide com o pico de
atividade e sim, com um pequeno pico de proteina (fracées 4, 5 e 6). Quando a
cromatografia é realizada com o precipitado (0-20%) ressuspendido (figura 14),
observa-se que o pico de proteina que coincide com a atividade antimicrobiana
aumenta (fragdes 4, 5 e 6) enquanto que o outro pico de proteina diminui (fragcoes
9, 10, 11 e 12). Este segundo pico € o correspondente as proteinas do meio de
cultura (BHI) pois ele também é obtido ao inocular 1,0 mL de BHI na coluna

(dados n&o mostrados).
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FIGURA 13: Perfil de eluigdo do sobrenadante bruto em coluna de gel filtragao G-
100. A absorbancia a 280 nm (O) e a atividade antimicrobiana em
UA/mL (e) foram determinadas para cada fracdo coletada. ICTA-
UFRGS, 2004.
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FIGURA 14: Perfil de eluicdo do precipitado (0-20%) em coluna de gel filtragao G-
100. A absorbancia a 280 nm (0) e a atividade antimicrobiana em
UA/mL (e) foram determinadas para cada fracdo coletada. ICTA-
UFRGS, 2004.
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4.4.3 Cromatografia de troca idénica (CM-sephadex)

A fim de continuar com o processo de purificagao foram utilizadas aliquotas
de 6 colunas de gel filtragdo conforme descrito anteriormente. As fracdes 4, 5 ,6 e
7 de cada coluna foram agrupadas e aplicadas numa coluna (1 x 10 cm) de troca
ibnica (CM-Sephadex) equilibrada com tampéo fosfato 10 mM pH 6,0. A amostra
foi eluida com o mesmo tampao e posteriormente com um gradiente linear de
NaCl de 0 a 1 M. A absorbancia a 280 nm e a atividade antimicrobiana (UA/mL)
das fragbes coletadas (2,0 mL) foram determinadas. Os resultados sdo mostrados
na Figura 15. Observa-se que foram obtidos dois picos de atividade
antimicrobiana, sendo que o primeiro (designado como fragao lll) foi eluido com
tampao fosfato e coincidiu com o unico pico de proteina obtido (absorbéancia a 280
nm). O segundo pico de atividade, designado como fragdo 1V, n&o absorveu neste
comprimento de onda e apresentou resultado nulo na determinacdo de proteina

pelo método de Lowry, sugerindo que n&o é de origem protéica.
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FIGURA 15: Perfil de eluicdo da Fracao Il em coluna de troca ibnica (CM-
Sephadex), com tampao fosfato 10 mM pH 6,0 até a aliquota 27 e
gradiente linear de NaCl (0-1M), indicado pela linea tracejada a
partir da aliquota 28. A absorbéncia a 280 nm (O) e a atividade
antimicrobiana em UA/mL (e) foram determinadas para cada fragao
coletada. ICTA-UFRGS, 2004.

A fim de determinar o fator de purificacdo e o rendimento da fragao Il foi
realizado todo o processo de purificagdo a partir de um volume de 200 mL de
sobrenadante bruto, determinando-se a quantidade de proteina e a atividade
antimicrobiana em UA. Os resultados obtidos sdo mostrados na tabela 11 . Este
procedimento foi realizado outras vezes com volumes maiores de sobrenadante
obtendo-se valores semelhantes para o fator de purificacdo e o rendimento em
cada fragdo. Observa-se que o valor do fator de purificacdo diminui um pouco
entre a fracdo | e a Il devido a uma perda de atividade no processo. Entre a fragcao
Il e a lll também é observado este fenbmeno, devido em parte a perda de

atividade e em parte a separagao da fragao IV.
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TABELA 11: Tabela de purificacdo mostrando as fracbes obtidas nos diferentes
passos da purificagao parcial.

Fracao A Vol AT Prot Prot. T A.E. FP. Y
(UA/mL) (mL) (UA) (mg/mL) (mg) (%)
Sob.bruto 3200 200 640000 3,241 648,246 987,3 1,0 100
Fracéo | 102400 3,5 358400 3,312 11,590 30922,2 31,3 56
Fracgao |l 26300 12 315600 0,962 11,545 27337,3 27,7 49
Fracao 12800 15 192000 0,579 8,683 22111,9 224 30
Fracao IV 800 24 19200 0,000 0,000 - - 3

Sob, Sobrenadante; A, Atividade (UA/mL); Vol, Volume (mL); AT, Atividade total
(UA); Prot., Proteina (mg/mL); Prot. T., Proteina total (mg); A.E., Atividade
especifica (UA/mg proteina); F.P., Fator de purificacédo; Y, Rendimento (%).

A fracdo IV foi extraida com butanol obtendo-se um sélido branco,
designado como fragédo V e que ao ser ressuspendido em agua Milli-Q manteve a
sua atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes ATCC 7644. Porém, a
atividade mostrou-se instavel, sendo perdida apds 24 horas ao ser estocada em
geladeira a 4° C. A determinagdo de proteina pelo método de Lowry foi feita

também nesta fracdo sendo que o resultado foi zero.

444 Caracterizagao da fragao lll

O pico protéico com atividade antimicrobiana obtido durante a cromatografia
de troca ibnica (fracdo lll) foi testado pelo método de difusdo em agar contra
algumas das bactérias para as quais o sobrenadante bruto mostrou atividade. Os

resultados sdo mostrados na tabela 12.
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TABELA 12: Verificagao da agao da fragao lll contra alguns microrganismos.

Microrganismo indicador Halo de inibicao
(mm)'
Gram positivas

Bacillus cereus ATCC 14579 9
Bacillus subtilis (alimento) 9*
Corynebacterium fimi NCTC 7547 13
Enterococcus faecalis (clinico) 7,5
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 10*
Listeria monocytogenes ATCC 7644 11
Listeria inoccua (alimento) 10
Rhodococcus sp. (clinico) 15
Streptococcus sp (clinico - pB~hemolitico) 10
Staphylococus intermedius (clinico) 7,5

Gram negativas

Aeromonas hydrophila ATCC 7966 9
Aeromonas sp. (clinico) 10
Enterobacter aerogenes (alimento) 13
Erwinia carotorovora subp. atroséptica 132 (alimento) 11
Pasteurella haemolitica (clinico) 11
Salmonella gallinarium (clinico) 9

" Halo ao redor do disco, * inibicdo parcial

A fragao lll foi tratada termicamente a 100° C durante 5-60 min (Figura 16)
sendo que se mostrou menos resistente ao tratamento térmico do que o

sobrenadante bruto. Apds 50 min a atividade foi totalmente perdida.
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FIGURA 16: Estabilidade térmica da atividade antimicrobiana da fragao Ill a 100°
C durante diferentes intervalos de tempo. ICTA-UFRGS, 2004.

Os resultados obtidos da estabilidade frente a enzimas proteoliticas sao
mostrados na tabela 13. Observa-se que numa concentragdo final de 10 mg/mL a
fracao Il foi totalmente resistente a proteinase K e papaina, parcialmente a

tripsina e sensivel a pronase E.
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TABELA 13: Atividade residual da fracdo Ill apds tratamento com enzimas
proteoliticas.

Enzima Concentracao final (mg / mL) Atividade residual (%)
Pronase E 2 88+ 10
5 91+10
10 0+10
Tripsina 2 94+8
5 95 £ 17
10 50 £ 17
Papaina 2 9518
5 97 £ 11
10 89+9
Proteinase K 2 88 + 14
5 95+9
10 91+15

Testes realizados em pH 6,0 para a papaina e pH 8,0 para as demais enzimas. O tempo
de incubacao foi de 1 h a 37° C. Posteriormente foi avaliada a atividade residual frente a
L. monocytogenes ATCC 7644.

A fracao lll foi tratada com &cido tricloroacético perdendo totalmente a sua
atividade.

Quando foi avaliada a estabilidade em diferentes pHs mostrou o0 mesmo
perfil que o sobrenadante bruto (mantendo pelo menos 80% da sua atividade em

todos os pHs testados). A ac&o foi maior entre pH 6 e 10 (Figura 17).
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FIGURA 17: Influéncia do pH na atividade antimicrobiana da fracao IIl.
Estabilidade frente a diversos pHs (0) e acdo em diferentes pHs
(o).ICTA-UFRGS, 2004.

Além disso, foi avaliada a capacidade emulsificante com diversos
hidrocarbonetos através do calculo do indice de emulsificacdo (Figura 18). A

fracao Il formou emulsdes com quase todos os hidrocarbonetos testados.
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FIGURA 18: inidice de emulsificagéo (E4) da frago Il com diversos hidrocarbonetos.
ICTA-UFRGS, 2004.

Foi testada a atividade proteolitica com azocaseina das diferentes fracoes
em pH 7,0 e temperatura de incubacdo de 45° C (conforme item 3.14.2.1) . O
sobrenadante bruto apresentou um alto valor de atividade proteolitica (1725
U/mL), mas a atividade foi eliminada durante a purificagdo, sendo de 110 U/mL
para a fragdo Il e 5 U/mL para a fragdo Ill (nas condicbes de temperatura e pH

testadas).

4.4.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida
Os resultados obtidos na eletroforese sdo mostrados na Figura 19. Pode-se
observar que a fragdo Ill ndo estda ainda totalmente purificada pois sao

visualizadas pelo menos 3 bandas. No gel de atividade, ao ser aplicado o



80

sobrenadante bruto observa-se que a inibicado aparece na regido com um PM de
aproximadamente 9,4 kDa. Quando é aplicada a fracao Ill, observa-se que a
regido com atividade fica mais abaixo no gel, numa regido com peso molecular
inferior a 6,5 kDa, porém ndo consegue-se visualizar uma banda de proteina

correspondente no gel corado.

Sob. Cru Fracao lll  Sob. Cru Fracao llI

A B

FIGURA 19: Eletroforese: a) gel corado com as bandas de proteina do
sobrenadante bruto e da fracdo Ill; b) gel de atividade
antimicrobiana contra L. monocytogenes ATCC 7644 do
sobrenadante bruto e da fragédo Ill, podendo ser observado na
regido escura a inibicdo do crescimento da bactéria indicadora
(atividade antimicrobiana). Valores dos Padrbes de PM em kDa.
ICTA-UFRGS, 2004
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4.4.4.2 Espectroscopia de infravermelho

O espectro de infravermelho da fragcdo Il (previamente extraida com
butanol) € mostrado no Apéndice Il. Podem ser observados um pico largo a 3280
cm™ correspondente ao estiramento da ligacdo N-H; a 1640 cm™ resultante do
estiramento da ligagdo CO-N; a 1532 cm™ resultante da deformacéo angular da
ligacdo N-H combinado com o estiramento da ligagdo C-N. As banda entre 2955
cm™ e 2853 cm™ resultam do estiramento da ligacdo C-H e aquelas entre 1448 e
1387 cm™ da deformacao angular desta ligagao, sugerindo a presenga de uma
cadeia alifatica. A banda a 1727 cm™ é devida a absorcdo da lactona (Silverstein

et al., 1991; Yakimov et al., 1995).

4.5 Aplicagao no combate a Erwinia carotovora
Utilizou-se o sobrenadante parcialmente purificado (Fragao Il, contendo as
duas substancias antimicrobianas) a fim de determinar a possivel utilizagdo no

combate a uma bactéria fitopatdgena: Erwinia carotovora.

4.5.1 Determinagao da concentragao inibitéria minima

Os resultados da determinagao da concentracao inibitéria minima para as
quatro linhagens testadas foram os mesmos. Foi observado que uma
concentracdo de 400 UA/mL sdo necessarios para inibir o crescimento das

linhagens (Tabela 14) .
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Os resultados da determinacao da concentracéo bactericida minima para as

Foi observado que uma

concentracdo de 800 UA/mL sao necessarios para obter um efeito bactericida

(Tabela 14).

Tabela 14: Resultados dos testes para a determinacdo da CIM e da CBM da

fracao Il contra E. carotovora subsp. atroseptica 132.
UA/mL

0
50
100
200
300
400
500
600
700
800
900
1000
1200
2400

CIM

CBM

nt
nt
nt
nt

nt
+

+
+
+

Eca 365
CIM CBM
+ nt
+ nt
+ nt
+ nt
+ nt
- +
- +
- +
- +

Eca 416

CIM

CIM, concentragao inibitéria minima; CBM, concentragéo
carotovora subsp. atroseptica; Ecc, Erwinia carotovora subsp. carotovora; UA/mL, concentragao
final da fracdo Il utilizada no teste; +, houve crescimento; -, ndo houve crescimento; nt, ndo testado.
A concentragdo de bactéria indicadora foi de aproximadamente 10° UFC/mL e a incubaco foi

realizada a 25° C durante 24 h.

4.5.3 Curva dose-resposta

CBM

nt
nt
nt
nt

nt
+

+
+
+

bactericida minima;

+

+ + + +

Ecc 325
CIM

CBM
nt
nt
nt
nt

nt
+

+
+
+

Eca, Erwinia

A linhagem E. carotovora subsp. atrosceptica 132 foi utilizada para

determinar a curva de dose-resposta. Diversas concentragcdes da fracdo |l foram

testadas, determinando-se que uma dose de 800 UA/mL provoca uma diminui¢cao
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de aproximadamente 50% nas UFC/mL (ECsp). Ja, uma dose de 6400 UA/mL

provoca a morte de todas a células no intervalo de 1 hora (Figura 20).

1,0E+08 1

1,0E+07 -
1,0E+06 -
1,0E+05 -
1,0E+04

UFC finais

1,0E+03 -
1,0E+02 -
1,0E+01 -

1,0E+00 ‘ ‘
10 100 1000 10000

Dose (UA/mL)

FIGURA 20: Curva de dose-resposta contra E. carotovora carotovora subsp.
atrosceptica 132 utilizando a fracao Il. ICTA-UFRGS, 2004.

4.5.4 Cinética de agao
Foi acompanhada a cinética de ag¢ao da fracdo Il com uma concentracao
final de 6400 UA/mL. Observou-se que em 10 min ha uma diminuicao de células

de aproximadamente 50% e aos 20 min todas as células foram mortas (Figura 21).
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FIGURA 21: Cinética da acao da fragao Il (concentracao final de 6400 UA/mL)
contra E. carotovora carotovora 1. Absorbancia a 600 nm do
controle (A) e do tratado (A ) e UFC/mL do controle (0) e do tratado

(8).ICTA-UFRGS, 2004.

4.5.5 Protegao in vivo

Foi testada a capacidade da fragcdo Il de inibir o crescimento de E.
carotovora atrosceptica 132 em tubérculos-batata (in vivo). Foram testadas
diversas concentragdes entre 400 e 102.400 UA/mL. Os resultados para as
concentragdes de 6400 e 102.400 UA/mL sdo mostrados na figura 22. Observa-se
que a fracao Il foi capaz de inibir a podriddo mole mas foi necessaria uma dose

consideravelmente mais alta do que nos testes in vitro.
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A B

FIGURA 22: Efeito in vivo contra E. carotovora subsp. atroseptica utilizando a
fracdo Il com uma concentragdo de a) 6400 UA/mL e b) 102400
UA/mL. Nos dois casos sao mostrados o controle da fracao Il, o

controle da bactéria e a bactéria tratada com a fragdo Il. ICTA-
UFRGS, 2004.
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4.6 Otimizacao da producao

4.6.1 Avaliacao da producao em diferentes meios

Dentre os residuos e sub-produtos estudados, Bacillus licheniformis P40
apresentou uma maxima produgao de atividade antimicrobiana em soro de queijo
(3200 UA/mL), seguido pelo residuo industrial fibroso de soja (1600 UA/mL)
(Tabela 15). Em meio pena, farinha de pena hidrolizada ou n&o, bagago de uva e

farinha de peixe nao foi produzida atividade antimicrobiana.

TABELA 15: Producao de atividade antimicrobiana em diferentes meios apds 48
ha 30°C e 125 rpm.

Meio (%) Atividade antimicrobiana (UA/mL)
Meio pena 1 0

Farinha de pena 1 0

Farinha de pena hidrolizada 2,5 0

Bagaco de uva 3 0

Farinha de peixe 1 0

RIFS 3 1600

Soro de queijo 7 3200

RIFS, residuo industrial fibroso de soja

4.6.2 Otimizagao da produgcao em soro de queijo pela Metodologia de
Superficie de Resposta

Os resultados dos experimentos realizados para estudar os efeitos das trés

variaveis independentes (temperatura, pH inicial e concentragéo de soro de queijo)

na producéo da atividade antimicrobiana s&do mostrados na Tabela 16, junto com o

valor predito pelo modelo. O pH final das culturas variou entre 6,65 e 7,65.
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A anadlise estatistica mostrou que, na faixa estudada, as trés variaveis
tiveram um efeito significativo na producéo a 95% de confianga (Figura 23). A
interacdo entre a temperatura e a concentragao de soro de queijo também foi
significativa, enquanto que a interacdo entre a temperatura e o pH né&o foi
significativo. O efeito quadratico do pH inicial foi o efeito mais significativo seguido
pelo efeito linear da concentragdo de soro de queijo e o efeito quadratico da
temperatura (Figura 23).

Os resultados do modelo quadratico na forma de analise de variancia
(ANOVA) sao mostrados na Tabela 17. A equagéao obtida apds a regresséo indica
um valor de R? de 0,9506 (um valor de R? > 0,75 indica a aptiddo do modelo). Este
valor assegura um ajuste satisfatério do modelo quadratico e indica que 95 % da
variabilidade na resposta pode ser explicada pelo modelo. Os coeficientes da
regressao foram calculados utilizando o software Statistica 5.0 obtendo-se a

seguinte equacgao:

Y =3261.4+250.35x, —175.89x, +822x, —785.46x2 —1104.34x>
—378.01x; —150x,x, +525x,x, —250x, x, (6)

Sendo Y a resposta obtida (produ¢do de antimicrobiano em UA/mL), x4 a
temperatura; x2, o pH inicial e x3, a concentracdo de soro de queijo (valores
codificados). A significancia de cada coeficiente foi avaliada pelos valores de P,
listados na tabela 18. Quanto menor o valor de P mais significativo € o coeficiente

(Barros Neto et al., 1995).
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O teste de Fisher apresentou um valor de F calculado de F7 = 14.97. Este
€ 4 vezes maior que o valor tabelado (F7) = 3.68) demonstrando a significancia
do modelo. O valor de F para a falta de ajuste (F;52) = 2,91) foi 6 vezes menor que
o F tabelado (Fi2) = 19,30) (tabela 17), mostrando o ajuste do modelo (Barros
Neto et al., 1995).

As superficies de resposta foram graficadas, sendo mostradas nas figuras

24,25 e 26.



TABELA 16: Resultados obtidos no experimento fatorial 2°

Valores codificados Ativ. Antim. UFC/mL Ativ. proteolitica

Ensaio

X1 X2 x3 Obs. Pred. Obs. Obs. Pred.
1 -1 -1 -1 800 222 4,33x10° 754 461,9
2 +1 -1 -1 100 0* 8,33x10" 2064 16361
3 -1 +1 -1 700 670 2,20x10® 601 461,9
4 +1 +1 -1 0 0* 6,67x10° 1838 16361
5 -1 -1 +1 1200 1316 4,67x10® 446 440,2
6 +1 -1 +1 3200 3167 2,70x10" 856 873,8
7 -1 +1 +1 700 764 3,50x10® 287 440,2
8 +1 +1 +1 1500 2015 4,50x10° 943 873,8
9 -1,68 0 0 400 624 2,71x10" 55 0*
10 +1,68 0 0 1600 1465 1,52x10" 956 1321,0
11 0 -1,68 0 100 440 3,52x10° 697 645,7
12 0 +1,68 0 100 0* 2,08x10° 599 645,7
13 0 0 -1,68 300 814 8,83x10" 1045 1560,0
14 0 0 +1,68 4000 3575 1,97x10® 1075 901,6
15 0 0 0 3200 3261 1,87x10° 562 645,7
16 0 0 0 3000 3261 5,70x10® 732 645,7
17 0 0 0 3600 3261 4,07x10® 700 645,7

89

X4, valor codificado para a temperatura; x,, valor codificado para o pH; xs, valor codificado para
a concentragao de soro de queijo; Obs., valor observado; Pred., valor predito pelo modelo

* Para estes experimentos o modelo previu valores negativos.
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TABELA 17: Analise de varianga (ANOVA) para o modelo quadratico da produgao
de atividade antimicrobiana

Fonte Soma Graus de Média F F

de variagao quadratica liberdade quadratica calculado tabelado
Regresséo 29736518 9 3304058 14.97 3,68
Residuo 1544659 7 220665.5

Falta de ajuste 1357992 5 271598 2,91 19,30
Erro puro 186666,7 2 93333,33

Total 31281176 16

TABELA 18: Coeficientes do modelo estimados por multiplas regressodes lineares.

Fator Coeficiente Valor de P
Interseccéo 3261,40 0,002900*
X1 250,35 0,094001
X2 -175,89 0,167300
X3 822,00 0,009972*
X1X1 -785,46 0,013191*
XoXo -1104,34 0,006739*
XsX3 -378,01 0,053482
X1X2 -150,00 0,299351
X1X3 525,00 0,039817*
XoX3 -250,00 0,146680

* Estatisticamente significativo a 95% de confianga
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FIGURA 23: Grafico de pareto para o modelo quadratico mostrando os efeitos
lineares (L), quadraticos (Q) ou de interagao das diferentes variaveis
testadas na producdo da atividade antimicrobiana por B.
licheniformis P40. As variaveis testadas foram temperatura (T), pH
inicial (pH) e a concentragao de soro de queijo (CSQ). O ponto onde

os efeitos foram significativos (para P = 0,05) é indicado por uma
linea vertical. ICTA-UFRGS, 2004.
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FIGURA 24: a) Superficie de resposta da produc¢édo de antimicrobianos (UA/mL)

por B. licheniformis P40 como funcdo da temperatura e do pH
inicial; b) Superficie de contorno. ICTA - UFRGS, 2004.
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FIGURA 25: a) Superficie de resposta da produgao de antimicrobianos (UA/mL)
por B. licheniformis P40 como fungcdo da concentragcao de soro de

queijo e da temperatura; b) Superficie de contorno. ICTA-UFRGS,
2004.
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FIGURA 26: a) Superficie de resposta da producdo de antimicrobianos (UA/mL)
por B. licheniformis P40 como funcdo da concentragdo de soro de
queijo e do pH inicial; b) Superficie de contorno. ICTA-UFRGS, 2004.

Com relagdo ao crescimento bacteriano, s6 a temperatura mostrou um

efeito significativo (Figura 27) mas néo foi possivel determinar um modelo pois o
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teste de Fisher ndo mostrou significancia para o modelo e o R? obtido foi menor

que 0,75 (resultados ndo mostrados).

p=,25
T(L) -2,46194
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FIGURA 27: Grafico de pareto mostrando os efeitos lineares (L), quadraticos (Q)
ou de interacdo das diferentes variaveis testadas no crescimento
bacteriano. As variaveis testadas foram temperatura (T), pH inicial
(pH) e a concentragao de soro de queijo (CSQ). O ponto onde os
efeitos foram significativos (para P = 0,25) é indicado por uma linea
vertical. ICTA-UFRGS, 2004.

Para verificar se a producao de atividade antimicrobiana estava relacionada

com a producao de atividade proteolitica, foi avaliado em cada um dos ensaios a

atividade proteolitica utilizando azocaseina como substrato (confome item

3.14.2.1). Os valores obtidos em cada experimento sdo mostrados na tabela 16

(junto com os valores preditos) e a superficie de resposta da atividade proteolitica

em funcdo da temperatura e da concentragdo de soro de queijo na figura 28.

Pode-se observar que ndo ha relagdo entre a produgcdo de atividade

antimicrobiana e proteolitica. No grafico de pareto (figura 29) pode-se observar



94

que o efeito mais significativo na produgcdo de protease foi o efeito linear da
temperatura seguido pelos efeitos linear e quadratico da concentragdo de soro de
queijo. O pH nao teve um efeito significativo. A ANOVA para este experimento é
mostrada na tabela 19. O teste de Fisher apresentou um valor de F calculado de
Fa12) = 10,02. Este € 3 vezes maior que o valor tabelado (Fa12) = 3,26)
demonstrando a significancia do modelo. O valor de F para a falta de ajuste (F(10,2)
= 10,88) foi menor que o F tabelado (F(10,2) = 19,4) e o valor de R? foi de 0,7696. A

equacao obtida para o modelo (desprezando os coeficientes nao significativos) foi:

Y = 710,01+ 675,27.x, —451,19.x, + 414,61 x> —311,03.x,.x,

Sendo Y a resposta obtida para a producado de atividade proteolitica em

U/mL, x4, a temperatura; x2, o pH inicial e x3, a concentragao de soro de queijo

(valores codificados).
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FIGURA 28:

a) Superficie de resposta da atividade proteolitica (U/mL) como
fungdo da temperatura e da concentragdo de soro de queijo; b)
Superficie de contorno. ICTA-UFRGS, 2004.
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p=,05

T(L) 15,04709

csQ(L) -9,00718

CcSQ(Q) 8,617254
T(L) e CSQ(L) -5,78223
pH(Q)
pH(L)
pH(L) e CSQ(L) 1,202124
T(L) e pH(L) ,6789802

T(Q) -,559818
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FIGURA 29: Grafico de pareto mostrando os efeitos lineares (L), quadraticos (Q)
ou de interagcdo das diferentes variaveis testadas na atividade
proteolitica por B. licheniformis P40. As variaveis testadas foram
temperatura (T), pH inicial (pH) e a concentracdo de soro de queijo
(CSQ). O ponto onde os efeitos foram significativos (para P = 0,05)
€ indicado por uma linea vertical. ICTA-UFRGS, 2004.

TABELA 19: Analise de varidnga (ANOVA) para o modelo quadratico da producgao
de atividade proteolitica

Fonte Soma Graus de Média F F

de variagao quadratica liberdade quadratica calculado tabelado
Regresséao 3035977 4 7589941 10,02 3,26
Residuo 909061,5 12 75755,13

Falta de ajuste  892659,5 10 8926595 10,88 19,4
Erro puro 16402 2 8201

Total 3945038 16
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4.6.3 Determinagdo do crescimento e produc¢ao nas condigdes 6timas
de temperatura e pH
Bacillus licheniformis P40 foi incubado aerobicamente a 30° C, pH 7.0 e 7%
de soro de queijo a 125 rpm. As células alcangcaram a fase estacionaria apods
aproximadamente 12 horas de cultivo e a produg¢do maxima de antimicrobiano foi

observada a partir das 15 horas de cultivo, no inicio da fase estacionaria (figura

30).
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FIGURA 30: Curva de crescimento e produgdo nas condicbes otimas de
temperatura e pH em soro de queijo 7%. Foi acompanhada a
absorbancia a 600 nm (m) e a atividade antimicrobiana (UA/mL)

(8).ICTA-UFRGS, 2004.
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5 DISCUSSAO

A linhagem P40 isolada de intestino do peixe Piau-com-pinta (Leporinus
sp.) da bacia amazobnica, produtora de substancias antimicrobianas, foi
identificada como Bacillus licheniformis através de testes bioquimicos e
fisiolégicos e utilizacdo do sistema APl CHB. A atividade antimicrobiana foi

excretada para o meio durante incubagao em caldo.

Apesar dos trabalhos realizados quanto a biodiversidade da Amazébnia,
poucos estudos examinaram microrganismos especificos provenientes da regiao.
Alguns microrganismos foram investigados para fins biotecnolégicos (Bastos et al.
2000; Chies et al. 2002; Heck et al., 2002), porém, nao existem relatos especificos
da produgao de substancias antimicrobianas por bactérias isoladas da regido

amazonica.

Durante o cultivo da bactéria produtora em caldo (BHI), a atividade
antimicrobiana maxima coincidiu com o maximo de biomassa e as taxas de
producao especificas maximas foram observadas no final da fase exponencial de
crescimento. Como a producéo aconteceu durante a fase exponencial, sugere-se
que as substancias antimicrobianas produzidas sejam metabdlitos primarios.
Diversas bacteriocinas, como aquelas produzidas por Enterococcus faecium

(Parente & Ricciardi 1994), Lactobacillus amylovorus (De Vuyst et al. 1996) e
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Brevibacterium linens (Motta & Brandelli, 2003) mostram também cinéticas de
metabdlito primario. Porém, a maioria dos peptideos antimicrobianos produzidos
nao ribossomalmente séo considerados metabdlitos secundarios (Stachelhaus et.
al., 1996). Cabe ressaltar que a produgao da substancia antimicrobiana obtida na
fracdo IV (apds purificagdo) pode ser produzida na fase estacionaria de
crescimento e que esta seja produzida em pequena quantidade, ndo sendo
detectado aumento de atividade durante a curva de crescimento e producido. Na
tabela 11 pode ser visto que a recuperacéo final para a fragdo IV é de apenas 3%,
sendo 10 vezes maior para a fragao lll. Isto pode sugerir que a fragdo IV é
produzida numa quantidade consideravelmente menor do que a fracao |l
(considerando perdas similares para ambas substancias durante a purificagdo).
Portanto, o teste para a quantificacdo da atividade antimicrobiana pode nao ser
suficientemente eficiente para detectar diferencas na atividade durante a fase

estacionaria do microrganismo produtor.

Substancias antimicrobianas produzidas por bactérias intestinais de peixe
tém sido descritas. As substancias produzidas pelo Vibrio sp. NM10 (Sugita et al.
1997) e pelo Bacillus sp. NM12 (Sugita et al., 1998) foram postuladas como tendo
uma fungdo de protegdo no controle da contaminagao intestinal por patégenos
invasores. Além disso, também foram isoladas de intestino de peixes, bactérias
lacticas apresentando um espectro de atividade restrito contra espécies
relacionadas (Halami et al., 1999). No entanto, existem algumas diferengas entre
as substancias produzidas pelo B. licheniformis P40 e outros antimicrobianos

produzidos por estas bactérias de peixes. As substancias previamente descritas
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sdo termolabeis (Sugita et al., 1997; Sugita et al. 1998) enquanto que a
caracterizacao do peptideo antimicrobiano produzido por B. licheniformis P40
mostrou maior estabilidade térmica. Além disso, apresenta um espectro de acao
mais amplo quando comparado com estas substancias (Sugita et al., 1997; Halami

et al, 1999).

Diversas bactérias patogénicas e deteriorantes foram inibidas pelo
sobrenadante da cultura, entre elas B. cereus, E. carotovora, L. monocytogenes e
isolados clinicos de Streptococcus. Vale salientar que também foi inibida a
bactéria C. fimi NCTC 7547, que ¢é descrita como sensivel a todas as

bacteriocinas ja testadas (Oliveira et al. 1998).

O patégeno L. monocytogenes esta envolvido em surtos ligados ao
consumo de produtos lacteos ou vegetais contaminados (Muriana 1996). O uso de
bacteriocinas para inibir este patdgeno foi descrito para diversos alimentos, como
carnes e queijos (Davies et al. 1997; Ennahar et al. 1998). No entanto, tem sido
descrita resisténcia de linhagens de L. monocytogenes a bacteriocinas
convencionais tais como nisina e pediocina (Rasch & Knochel 1998; Gravesen et
al.,, 2002a). A redugcdo no numero de células viaveis de L. monocytogenes
registrada apds 2 horas da adi¢do da substancia sugere que o modo de agao é
bactericida. O rapido decréscimo da absorbancia no teste suplementar indica que

as ceélulas de L. monocytogenes foram lisadas.
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A acao contra isolados clinicos de Streptococcus indicam seu potencial uso
na prevencao ou tratamento de mastite. Nesse sentido, o uso de bacteriocinas tem
sido sugerido como uma possivel estratégia (Milles et al., 1992).

Também observou-se atividade contra o fitopatdgeno E. carotovora. Esta
bactéria € conhecida por causar perdas importantes na produg¢ao de tubérculos-
batata (Solanum tuberosum), através das doengas chamadas de Podriddo Mole e
Canela Preta (Pérombelon & Kelman, 1980). Geralmente as perdas s&o originadas
durante a estocagem, sendo que o controle das doencgas baseia-se em boas
praticas sanitarias, refrigeracdo e sanitizacado superficial com cloro (Sharga &
Lyon, 1998; Wells et al., 1998). A fracdo Il (contendo ambas substancias
antimicrobianas produzidas) foi utilizada para avaliar a aplicagdo no combate a
este fitopatdbgeno, mostrando uma agdo bactericida. A ECsy foi de
aproximadamente 800 UA/mL e uma dose de 6400 UA/mL foi capaz de eliminar
10’ UFC/mL em 20 min. A substancia mostrou agdo in vivo, demonstrando
potencial aplicacdo no combate a Podriddo Mole em tubérculos-batata, mas sendo
necessaria uma concentragdo muito maior da necessaria in vitro. Sharga & Lyon
(1998) utilizaram um peptideo antimicrobiano produzido por B. subtilis BS 107
para inibir o desenvolvimento destas doencas, obtendo resultados positivos. Este
peptideo era ativo in vitro contra uma ampla gama de bactérias e fungos. Ali &
Reddy (2000) utilizaram peptideos sintéticos no combate a fungos e bactérias
fitopatogénicas. Bactérias do género Erwinia foram tratadas com os peptideos e
injetadas em tubérculos-batata. Foi observada a inibicdo da doenga com o

aumento da concentragcdo dos peptideos. Os autores sugerem que a expressao
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destes peptideos em batatas transgénicas poderia aumentar a resisténcia contra

estes patdégenos.

A atividade antimicrobiana do sobrenadante da cultura foi sensivel a acao
de pronase E e a sua atividade foi perdida com TCA, indicando a existéncia de
pelo menos uma substancia de natureza protéica. No entanto, foi resistente ao
tratamento com papaina, tripsina e concentragdes de pronase E de 2 mg/mL.
Apos purificacdo parcial, a fracdo Ill apresentou as mesmas caracteristicas,
ocorrendo diminuicdo de atividade residual apds tratamento com 10 mg/mL de
pronase E e tripsina do que o sobrenadante bruto. O peptideo antimicrobiano
presente € mais resistente ao tratamento proteolitico do que diversas
bacteriocinas produzidas por espécies de Bacillus (Paik et al. 1997; Hyronimus et
al. 1998). Isto vem ao encontro do fato de que alguns Bacillus produzem
antimicrobianos que sao peptideos ciclicos contendo aminoacidos nao usuais,
geralmente mais resistentes a proteases (Gebhardt et al., 2002). A fragéo Il
mostrou-se menos ativa pHs acidos (entre 3 e 6), podendo este fato ser uma

limitagdo para a sua utilizagdo em alimentos (Figura 17).

A atividade antimicrobiana foi eluida no volume morto de uma coluna de
Sephadex G-100, sugerindo um peso molecular maior do que 150 kDa. No
entanto, na presencga de uma alta concentracao salina a atividade foi eluida dentro
do volume de separacgao da coluna, correspondendo a um peso molecular inferior
a 20 kDa. Isto indica que o peptideo é secretado como grandes agregados,

similarmente a bacteriocina linocina M18 produzida por Brevibacterium linens
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(Valdés-Stauber & Scherer, 1994). A associacdo de moléculas em grandes
agregados insoluveis tem sido atribuida a natureza altamente hidrofébica dos
peptideos. O peso molecular do peptideo antimicrobiano no sobrenadante bruto foi
estimado através de eletroforese com gel de poliacrilamida em 9,4 kDa, porém,
quando parcialmente purificado (fragao Ill) a atividade antimicrobiana apareceu
numa regido com PM inferior a 6,5 kDa. Dados contraditérios na massa molecular
também foram descritos para a cereina 7, um peptideo antimicrobiano produzido
por Bacillus cereus (Oscariz & Pisabarro, 2000). Nesse sentido, o comportamento
anormal de proteinas altamente hidrofébicas em SDS-PAGE, levando a super-

estimagao do peso molecular, tem sido descrito (Kaufmann et al., 1984).

Durante as etapas de purificacdo do sobrenadante bruto foi observado que
a acao antimicrobiana deste é devida a presenca de duas substancias. Estas
foram parcialmente purificadas através de precipitacdo com sulfato de aménio e
cromatografia de gel filtracdo e separadas durante a cromatografia de troca ibnica,
obtendo-se finalmente a fracdo lll e a fracdo IV. A fracao Il foi caracterizada,
apresentando propriedades muito similares as demonstradas pelo sobrenadante
bruto da cultura. Foi observado que esta substancia possui natureza protéica
através do acompanhamento da absorbancia a 280 nm, do teste de Lowry e da
inativagdo com pronase E (10 mg/mL) e TCA. O espectro de infravermelho da
fracao Ill sugere que o peptideo produzido n&o € bacitracina pelo fato de possuir
uma cadeia alifatica maior da apresentada pela bacitracina e pela lactona
(evidenciada no espectro) que n&do consta na estrutura da bacitracina (Figura 1).

Além disso, a bacitracina é estavel em pH acido e instavel em pH alcalino (Index
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Merck), propriedades contrarias as apresentadas pela fragao Il (Figura 17). Foi
observado também que a substancia possui propriedades surfactantes através da
determinagcdo do indice de emulsificacdo com diversos hidrocarbonetos
(propriedade que a bacitracina ndo possui). Estes resultados vém ao encontro da
producao de lipopeptideos, chamados de lichenisinas, por diversas linhagens de
B. licheniformis (Konz et al., 1999). As lichenisinas sao potentes biosurfactantes
com propriedades antimicrobianas. O espectro infra-vermelho obtido mostrou
caracteristicas muito similares as obtidas para a lichenisina A (Yakimov et al.,
1995), produzida por B. licheniformis BAS50 e do lipopeptideo antimicrobiano
biosurfactante produzido por B. subtilis (Bechard et al., 1998). Algumas diferengas
podem ser observadas na estrutura das lichenisinas dependendo da linhagem
produtora (Konz et al., 1999). Porém, o peso molecular destas substancias sdo de
pouco mais de 1000 Da, o que nao corresponde com o0 peso molecular obtido para
o peptideo produzido por B. licheniformis P40. Além disso, a lichenisina A possui
atividade contra S. aureus e Pseudomonas sp. (Yakimov et al., 1995) e a fracao Ill
nao apresentou agao contra as linhagens testadas. Cabe ressaltar que o efeito
surfactante destas substancias faz delas substancias atrativas para serem
aplicadas em diversos processos industriais independentemente de sua atividade
antimicrobiana. Entre estas pode-se citar recuperacido de 6leos, biorremediacéo e
emulsificante na industria de alimentos (Desai & Banat, 1997).

Quanto a outra substéncia antimicrobiana produzida (fragdo IV), néo
absorve a 280 nm e o teste de Lowry determina um valor nulo para a quantidade

de proteina na fracdo. No entanto, outros testes devem ser realizados para
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determinar a sua natureza protéica ou ndo. A substancia possui carga positiva em
pH 6 pois fica retida na matriz da coluna de CM-Sephadex.

Neste trabalho foi estudada a producdo da atividade antimicrobiana em
residuos e sub-produtos da industria de alimentos. S6 foi observada atividade
quando foram utilizados o RIFS e o soro de queijo como meio de cultura. Este
ultimo foi escolhido para otimizar a producéo por resultar em maior atividade. Além
disso, o soro de queijo € um residuo da producdo de queijo gerado em grande
quantidade no mundo todo, com uma alta concentragao de substancias organicas
(principalmente lactose e proteinas) (Rech, 1998). No que se refere a produgao de
bacteriocinas, estas sdo geralmente obtidas em meios de cultura comerciais,
apresentando custos elevados.

O efeito do pH e da temperatura sdo muito importantes na producédo de
substancias antimicrobianas e foram estudados para diversas bacteriocinas como
aquelas produzidas por Leuconostoc mesenteroides (Krier et al., 1998);
Lactobacillus casei (Vignolo et al., 1995), entre outras. Neste trabalho foi mostrado
que o pH e a temperatura sdo também importantes para a producéo de atividade
antimicrobiana por B. licheniformis P40. A otimizacdo do meio pelo método
classico envolve a mudangca de uma variavel independente (nutriente, pH,
temperatura, etc) fixando todas as outras variaveis. Isto consome tempo e € de
custo elevado para um grande numero de variaveis além do que pode levar a
conclusdes errbneas ja que ignora a interagao entre os parametros. A metodologia
de superficie de resposta utilizada para otimizar a produgdo de atividade
antimicrobiana por B. licheniformis P40 indicou que a interacdo entre a

temperatura e a concentragdo de soro de queijo foi significativa enquanto que a
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interacdo entre temperatura e pH nao foi significativa. Os resultados também
indicaram que dentro da faixa estudada, as trés variaveis tiveram efeitos
significativos na produgao, sendo o efeito quadratico do pH o mais significativo. A
producdo de bacteriocina por B. licheniformis isolado de rumen de bufalo foi
estudado por Pattnaik et al. (2001) sob condi¢des anaerdbicas. Neste caso, foi
mostrado que o pH inicial do meio nao teve efeito na inducdo de atividade
antimicrobiana.

Varios autores notaram que um aumento no crescimento celular
freqientemente vem associado a aumentos na produgdo de bacteriocina
(Mataragas et al., 2003). Isto € normalmente observado em bactérias laticas. Uma
alta correlagdo entre produgdo de biomassa e sintese de bacteriocina foi
observada para Lactococcus lactis (De Vuyst & Vandamme, 1992); Lactobacillus
amylovorus (de Vuyst et al., 1996), Brevibacterium linens (Motta & Brandelli,
2003), entre outros. No entanto, étimas condi¢gdes de crescimento nem sempre
levam a altas taxas de producédo. Varios estudos mostraram que a maior producao
de bacteriocina € obtida em valores de pH e temperatura menores do que aqueles
otimos para o crescimento (Mataragas et al., 2003). Neste trabalho n&o foi
possivel determinar um modelo para o crescimento bacteriano mas
aparentemente nao houve relagcédo entre o crescimento e a producio de atividade
antimicrobiana. Na tabela 17 pode ser observado que os dois valores menores
obtidos para o crescimento bacteriano (ensaios 4 e 8) apresentaram valores muito
diferentes para a produgad de atividade antimicrobiana (0 e 1500 UA/mL,
respectivamente). Além disso, o unico efeito significativo para o crescimento

bacteriano foi o eifeito linear da temperatura. Também foi observado que a
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producdo de atividade antimicrobiana ndo esta relacionada com a produgao de
protease pelo B. licheniformis P40. Além, disso, o pH, que foi o efeito mais
significativo para a producdo de atividade antimicrobiana, n&o teve efeito
significativo para a produgao de protease. Foi avaliada a cinética de produgao nas
condicdes otimas de temperatura e pH e no ponto central para a concentragao de
soro de queijo. Apesar de ter sido maior a produgdo em concentragdes de queijo
maiores, a cinética foi avaliada nestas condicbes para ndo aumentar o custo de
producdo. A cinética apresentada foi similar aquela obtida em caldo BHI, mas a
producdo em soro de queijo atingiu valores 5 vezes maiores aqueles obtidos
durante a curva realizada em BHI, sendo este ultimo um meio de alto custo. Cabe
ressaltar que nao foram realizados testes com o sobrenadante da cultura obtida
em soro de queijo e que a caracteristica da(s) substancia(s) antimicrobiana(s)

produzida(s) pode ser diferente das obtidas em BHI.

A identificacdo e caracterizagcdo de novas substancias antimicrobianas
formam um assunto de interesse para as industrias alimenticias e farmacéuticas,
devido a rapida escalada da resisténcia microbiana aos antibidticos e a
necessidade de se obter alimentos seguros e com uma vida de prateleira cada vez
maior. Este estudo indicou a relevancia do peptideo antimicrobiano produzido pelo
B. licheniformis P40 como um biopreservativo natural para o controle de
microrganismos patégenos e deteriorantes, sendo que outras propriedades podem

ser ainda aproveitadas devido a acao surfactante.



6 CONCLUSOES

A bactéria B. licheniformis P40 isolada de intestino de peixe Piau com pinta
(Leporinus sp.) possui atividade antimicrobiana contra uma ampla faixa de
bactérias patogénicas e deteriorantes, tanto Gram-positivas como Gram-
negativas. A atividade € estavel numa ampla faixa de pH (entre 3 e 10) e
apresenta uma termo-estabilidade relativa (100° C / 10 min.).

A atividade antimicrobiana é produzida durante a fase exponencial de
crescimento, obtendo uma atividade maxima apos 15 horas de cultivo, no inicio da
fase estacionaria.

O sobrenadante bruto da cultura produtora obtido em BHI apresentou efeito
bactericida e bacteriolitico contra L. monocytogenes e bactericida contra E.
carotovora.

A atividade antimicrobiana do sobrenadante € devida a producédo de duas
substancias antimicrobianas, sendo uma delas de natureza protéica. Estas foram
parcialmente purificadas utilizando precipitagdo com sulfato de aménio,
cromatografia de gel filtracdo e de troca ibnica. A substancia de natureza protéica
apresentou propriedades de biosurfactante sendo capaz de formar emulsdes com
diversos hidrocarbonetos. O espectro infra-vermelho foi muito semelhante ao da

lichenisina A produzida por B. licheniformis BAS50.
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A fracdo Il obtida durante o processo de purificagdo (contendo ambas
substancias) foi utilizada para combater um fitopatégeno (Erwinia carotovora),
apresentando uma CIM de 400 UA/mL e CBM de 3200 UA/mL para as 4 linhagens
testadas. A ECsy foi de aproximadamente 800 e uma concentracido de 6400
UA/mL foi capaz de eliminar uma populacdo de 10° UFC/mL de E. carotovora em
20 min. A fracao apresentou efeito in vivo em batatas, sendo necessaria uma
concentracdo de aproximadamente 100.000 UA/mL para evitar a formagao de
podriddo mole nas condi¢des testadas e apresentando assim potencial uso no
combate a esta doenca, causadora de importantes perdas econdmicas na
producao de batatas.

O soro de queijo foi utilizado como meio barato de produgao e as condigdes
otimas de producdo em termos de temperatura e pH encontram-se na faixa de
temperatura entre 26 e 37° C e de pH entre 6,5 e 7,5 para uma concentragéo de
soro de queijo de 7%. Ao aumentar a concentragao de soro de queijo aumentou a
producédo, obtendo-se um maximo na maxima concentracao testada (12 %).

As substéncias antimicrobianas estudadas neste trabalho apresentam
potencial uso no combate a microrganismos patogénicos, tanto em alimentos

quanto em doencas de plantas, animais e humanos.



7 CONSIDERAGOES FINAIS

A descoberta de novas substancias antimicrobianas produzidas por
microrganismos deve passar por diversas etapas até a utilizagdo, seja esta em
humanos, animais, plantas ou para a conservagao de alimentos. Através deste
trabalho foi possivel identificar duas substancias antimicrobianas produzidas por
uma bactéria isolada de peixe da regido amazbnica e caracterizar uma delas.
Apresentou-se também a otimizacdo da produc¢ao utilizando-se meio barato e uma
possivel aplicagdo no combate a um fitopatdégeno de importéncia. No entanto, a
utilizacdo de uma nova substancia antimicrobiana deve ser realizada somente
apos a confirmagéo de que esta ndo é toxica para o organismo e que ela sera
eficiente in vivo, ja que muitas substancias apresentam uma boa agéao in vitro, mas
quando utilizadas in vivo a sua eficicacia fica comprometida pela interagdo com
outros compostos presentes no organismo. Portanto, os préximos passos para dar
continuacao a este trabalho seriam estudar a citotoxicidade, toxicidade in vivo (em
camundongos e plantas), acdo in vivo no combate a patdogenos (em
camundongos) e avaliar a inibicdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes
em alimentos. Como o processo de purificacdo parcial apresentado neste trabalho
foi realizado apartir de um cultivo em BHI (meio extremamente caro), seria de

interesse obter os passos de purificagdo a partir do sobrenadante da cultura
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realizada em soro de queijo e com etapas que sejam viaveis a nivel industrial.
Pode-se citar também, como perspectivas para este trabalho, a identificacdo
quimica da substancia antimicrobiana obtida na fracdo iV (que estd sendo
realizada no Instituto de Quimica da UFRGS) assim como a avaliagdo da sua
toxicidade e agao in vivo.

Além disso, como foi comentado na discussdo, as caracteristicas
surfactantes da substancia antimicrobiana caracterizada fazem dela um assunto
de estudo de interesse em outros campos como o de biorremediagcdo e acao

emulsificante, entre outros.
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9 APENDICES

Apéndice1: Meios utilizados na otimizag¢ao da produgao

Obtencao de farinha de pena hidrolisada

Para a obtengao de farinha de pena hidrolisada foram colocadas 2,5 g
farinha de pena para cada 100 mL de NaOH, 0,4N deixando sob agitacdo (com
agitador magnético) durante 2 horas. Posteriormente foi autoclavado durante 40
minutos (121° C) e neutralisada com HCI. Apds filtragem foi colocada em frascos

Erlenmeyer para esterilizagdo em autoclave durante 15 min.

Obtencao de bagaco de uva 3%

Foram pesados 18 g de bagago de uva branca sendo colocados com 600
mL de agua destilada e liquidificados. Aliquotas de 100 mL foram colocadas em
frascos Erlenmeyer de 250 mL, sendo neutralizado o pH com solugdo de NaOH e

autoclavados durante 15 min (121° C).

Obtencao de caldo pena e caldo farinha de pena

As penas de frango foram lavadas e secas em estufa antes de serem
utilizadas. O meio liquido utilizado foi meio mineral contendo: K;HPO4 0,3 g/L;
KH2PO4 0,4 g/L e NaCl 0,5 g/L.



Apéndice 2: Espectro infra-vermelho da fragao lll extraida com butanol
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