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RESUMO

Peptideos antimicrobianos derivados de Bacillus sp. apresentam potencial de
inibicdo contra varios patdgenos, tornando-os um ponto de partida promissor na
busca por novas substancias antimicrobianas. Esses compostos vém sendo
utilizados em diversas areas, como na qualidade e seguranca alimentar, e na saude
humana. Bactérias isoladas de amostras de sedimentos de areas umidas, coletadas
na Unidade de Conservacdo (UC) do Parque Natural Municipal Imperatriz
Leopoldina, localizada no municipio de S&o Leopoldo/RS, vem demostrando a
capacidade de inibir diferentes micro-organismos. Dentre estas, um isolado
bacteriano apresenta potencial atividade antimicrobiana contra espécies de Listeria.
Assim, 0 objetivo desta pesquisa foi identificar e verificar o potencial antimicrobiano
de uma bactéria previamente isolada deste sedimento de areas umidas. A pesquisa
também compreendeu a purificagcdo parcial e caracterizagdo do composto
antimicrobiano produzido por esta bactéria. O isolado foi identificado como Bacillus
sp. sed 1.4 e a substancia antimicrobiana produzida foi parcialmente purificada
através da precipitacdo com sulfato de amonio, cromatografia liquida de gel filtracéo
(Sephadex G-200) e membrana de ultrafiltracdo. Posteriormente, a caracterizagao
foi realizada quanto a sua estabilidade frente a diferentes temperaturas, proteases,
solventes organicos e detergentes. A massa molecular do peptideo foi estimada com
cerca de 148 kDa por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida. A
purificacdo resultou em uma atividade especifica de 769,23 UA/mg. Esta substancia
antimicrobiana apresentou estabilidade a temperaturas elevadas e quando
congelada a -20 °C, foi efetiva frente a espécies de Listeria, porém ndo teve
potencial de inibicdo frente a outros isolados clinicos e de origem alimentar. O
espectro de acdo apresentado pela substancia antimicrobiana parcialmente
purificada, se aproxima ao espectro de acdo apresentado por bacteriocinas de
Classe lla produzidas por espécies de Bacillus, caracteristica que pode ser
explorada pela industria de alimentos.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Bacillus sp., Listeria sp., Peptideos
bioativos.
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CHARACTERIZATION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY PRODUCED BY
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Author: Luciani Cavalini
Advisor: Prof. Dr2 Amanda de Souza da Motta
Co-Advisor: Prof. Dr2 Ana Paula Folmer Corréa

ABSTRACT

Antimicrobial peptides derived from Bacillus sp. have potential for inhibition against
several pathogens, making them a promising starting point in the search for new
antimicrobial substances. These compounds have been used in many areas, such as
food quality and safety, and human health. Bacteria isolated from wetland sediment
samples collected at the Conservation Unit (UC) of the Municipal Natural Park
Imperatriz Leopoldina, located in the S&o Leopoldo City/RS, have demonstrated the
ability to inhibit different microorganisms. Among these, a bacterial isolate has
potential antimicrobial activity against Listeria species. Thus, the aim of this research
was to identify and verify the antimicrobial potential of a bacterium previously isolated
from this sediment of humid areas. The research also included the partial purification
and characterization of the antimicrobial compound produced by this bacterium. The
isolate was identified as Bacillus sp. sed 1.4 and the antimicrobial substance
produced was patrtially purified by ammonium sulfate precipitation, gel filtration liquid
chromatography (Sephadex G-200) and ultrafiltration membrane. Subsequently, the
characterization was performed for its stability against different temperatures,
proteases, organic solvents and detergents. The molecular mass of the peptide was
estimated to be about 148 kDa by denaturing polyacrylamide gel electrophoresis.
Purification resulted in a specific activity of 769,23 AU / mg. This antimicrobial
substance showed stability at high temperatures and when frozen at -20 °C, it was
effective against Listeria species, but had no inhibition potential against other clinical
isolates and food source. The action spectrum presented by the partially purified
antimicrobial substance is close to the action spectrum presented by Class lla
bacteriocins produced by Bacillus species, a characteristic that can be exploited by
the food industry.

Keywords: Antimicrobial activity, Bacillus sp., Listeria sp., bioactive peptides.
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1. INTRODUCAO

O solo € um sistema complexo, onde coabitam seres vivos das mais
variadas espécies. Os micro-organismos que habitam o solo, mantém uma troca de
substancias com o meio e através da degradacado de diferentes materias presentes
no ambiente, varios metabdlitos secundarios séo liberados. Assim, explorar micro-
organismos do solo e de sedimentos de areas Umidas por sua multiplicidade de
atividades metabdlicas € um caminho viavel e sustentavel para a obtencado de novos
compostos antimicrobianos com potencial aplicacdo na clinica médica e na industria
de alimentos.

Na literatura, muitos micro-organismos sao citados como produtores de
substancias antimicrobianas, detectados em muitos perfis de sedimentos de varios
ambientes naturais. Um exemplo sdo as bactérias do género Bacillus. A capacidade
de produzir estes compostos antimicrobianos e a sua capacidade de esporulacéo
conferem as espécies de Bacillus uma vantagem significativa em termos da sua
sobrevivéncia em diferentes habitats. As espécies de Bacillus produzem uma
variedade de compostos biologicamente ativos, além dos antibi6ticos, como por
exemplo peptideos antimicrobianos.

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é atualmente uma ameaca
global a saude publica, refletindo em consequéncias clinicas e econémicas
preocupantes, relacionadas com o aumento das taxas de morbidade e mortalidade.
Considerado o fator mais expressivo na selecdo de micro-oganismos resistentes, o
uso indiscriminado de drogas antimicrobianas, tanto na sadde humana quanto na
veterinaria, contribui para a selecéo de bactérias resistentes. Estes micro-organimos
podem tornar-se predominantes e com capacidade de transferir material genético
para bactérias suscetiveis, que entdo adquirem resisténcia. Alimentos de origem
animal sdo potenciais veiculos transmissores de genes de resisténcia e esta
contaminacgdo pode ocorrer em toda a cadeia produtiva, da producéo priméaria até o
consumo.

A deterioracdo de alimentos, causada por micro-organismos, tambéem
resulta em perdas econbmicas e problemas sanitarios significativos, além de surtos
de doencas originadas por alimentos contaminados. Um problema bastante

preocupante para a industria de alimentos € a presenca da bactéria Listeria



monocytogenes, um patdégeno de origem alimentar presente em alimentos crus e
processados, podendo se multiplicar com facilidade durante o periodo da
estocagem, em produtos como queijos e embutidos, além de carnes e vegetais crus.
O controle de L. monocytogenes € bastante desafiador, visto que este patégeno esta
relacionado a resisténcia a diversas condicdes ambientais e multiplica-se a
temperaturas baixas.

A atual busca por uma alimentacdo mais saudavel instiga a busca por
substancias mais naturais para a conservacdo de alimentos. Substancias
antimicrobianas produzidas por bactérias tém sido investigadas quanto a sua
potencial aplicacdo na preservacdo de alimentos. Alguns estudos ja demonstraram
atividade antilisteria, por exemplo, utilizando bacteriocinas.

Desta forma, aperfeicoar a busca por fontes de micro-organismos
produtores de substancias antimicrobianas tem sido um tema promissor de estudo.
Assim, o objetivo deste trabalho foi purificar parcialmente e caracterizar uma
substancia produzida por uma bactéria isolada de amostra de sedimentos de areas
umidas, coletada na Unidade de Conservacdo (UC) do Parque Natural Municipal
Imperatriz Leopoldina, a fim de verificar o seu potencial antimicrobiano contra

patdégenos clinicos e de origem alimentar.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a producédo da substancia antimicrobiana produzida pela bactéria
isolada de amostra de sedimentos de areas umidas, coletada na Unidade de

Conservacao Imperatriz Leopoldina em Sao Leopoldo — RS - Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

- Estudar a potencial producdo de substancias antimicrobianas pelo isolado
bacteriano das amostras de sedimento;

- Identificar o isolado bacteriano via sequenciamento do gene 16S rRNA e
espectrometria de massas;

- Purificar parcialmente através dos métodos de precipitacdo com sulfato de
amonio, cromatografia liquida de gel filtracdo e membrana de ultracentrifugacao;

- Caracterizar a substancia antimicrobiana produzida quanto a estabilidade
térmica, enzimas proteoliticas, solventes organicos e detergentes;

- Avaliar o espectro de acdo da substancia estudada frente a isolados de

origem clinica e alimentar.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Micro-organismos de importancia clinica

A prevaléncia de micro-organismos resistentes a multiplos antimicrobianos
representa uma ameaca importante para a saude publica e esta associada a
morbidade e mortalidade significativas. A exposi¢cdo aos farmacos, hospitalizacao
frequente ou de longa duracéo, o uso de dispositivos como cateteres e sondas, além
da imunidade do hospedeiro, fornecem riscos para a colonizacdo de micro-
organismos resistentes (LOGAN & WEINSTEIN, 2017).

O isolamento de micro-organismos resistentes tem crescido
acentuadamente, sendo que as bactérias gram-positivas mais resistentes sdo as
espécies Staphylococcus aureus, resistentes ou com sensibilidade intermediaria a
vancomicina (Vancomycin — Intermediate/Resistant Staphylococcus-VISA/VRSA) e
meticilina (MRSA) e Enterococcus resistentes a vancomicina (Vancomycin-
resistant Enterococcus - VRE). Entre as gram-negativas de maior relevancia, estao
as espeécies Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, resistentes aos
carbapenémicos e/ou polimixina, e a familia Enterobacteriaceae, resistentes aos
carbapenémicos (LOUREIRO et al., 2016).

Grande parte destes patdégenos sdo comensais, como oS membros da
familia Enterobacteriaceae, bacilos gram-negativos que habitam o trato
gastrointestinal. Porém, também representam 80% ou mais de todos os gram-
negativos de importancia clinica isolados na rotina microbioldgica. Enterobactérias
podem causar varios tipos de doencas, incluindo doencas diarreicas, infec¢cdes em
feridas e queimaduras, infeccbes respiratorias, meningite, sendo responsaveis por
cerca de 70% das infecgBes urinarias e 50% das septicemias (PATERSON, 2013).

Bacilos gram-negativos classificados como néo fermentadores, também
sdo de grande importancia nos casos de infeccdo relacionada com assisténcia a
saude. P. aeruginosa e A. baumannii estdo entre as bactérias frequentemente
isoladas em hemoculturas e amostras do trato respiratorio em grandes hospitais
(OLIVEIRA et al., 2017). Micro-organismos como Pseudomonas spp. Sao
encontrados no solo, agua, em matéria organica e na vegetacdo, podendo ser
encontrado também no ambiente hospitalar e em reservatorios Umidos.

Pseudomonas aeruginosa apresenta diversos mecanismos de resisténcia intrinseca



e adquirida, resultando frequentemente em uma multirresisténcia, favorecida pelo
intenso uso de antimicrobianos nos ambientes hospitalares. Esse patdgeno é
responsavel por cerca de 80% das infec¢des cronicas, infectando as vias aéreas em
individuos com fibrose cistica, sendo relacionado com a diminuicdo da funcéo
pulmonar e insuficiéncia respiratoria (RYALL et al., 2014; SANTOS et al., 2015).

Acinetobacter spp. também esta presente em diversos ambientes, como
solos, agua doce, oceanos e sedimentos. Caracteristicas metabdlicas versateis
permitem que espécies desse género catabolizem uma ampla gama de compostos
naturais, implicando em uma participacdo ativa no ciclo de nutrientes no
ecossistema. Por outro lado, A. baumannii resistentes vém causando infeccdes
nosocomiais com alta mortalidade, causando muita preocupacdo na medicina
humana. Acinetobacter baumannii € um patégeno oportunista comumente associado
a surtos em hospitais e estd associado mais comumente a infeccdo do trato
respiratério inferior, corrente sanguinea, pele (queimados), tecidos moles e infec¢cbes
do trato urinario (OLIVEIRA et al., 2017; MARTIN-ASPAS et al., 2018; VAN DER
KOLK et al., 2018).

Outros cocos gram-positivos abrangem bactérias comensais do intestino
humano e animal, além do trato geniturinario e pele, como o género Enterococcus.
Atualmente, existem mais de 40 espécies de Enterococcus. Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium sdo as mais frequentemente recuperadas em amostras
clinicas, relacionadas de 80 até 90% das infeccbes causadas por este género.
Associados principalmente as infeccdes em ambiente hospitalar, as espécies de
Enterococcus podem causar bacteremia, endocardite, infeccbes do trato urindrio,
infeccbes de tecidos moles e intra-abdominais, sepse neonatal e ndo muito
frequente, meningites. Estdo envolvidos com maior frequéncia com pielonefrite e
cistite (GUZMAN PRIETO et al., 2016).

Individuos sadios sdo colonizados intermitentemente por S. aureus desde
a amamentacdo e podem portar 0 micro-organismo na nasofaringe, ocasionalmente
na pele e raramente na vagina. Porém quando h& descompensac¢do imunoldgica,
estdo associadas a dermatite, eczema e Uulceras cronicas da pele. Infeccbes
causadas por Staphylococcus aureus sado de 5 a 10% invasivas e muitas vezes

estdo associados a bacteremia, causando infec¢des letais por conta dos fatores de



viruléncia ou através de resisténcia aos antimicrobianos atualmente utilizados
(CHAMBERS et al., 2016; ALARCON-LAVIN et al., 2017).

Deste modo, o uso indiscriminado e incorreto dos antimicrobianos na
comunidade e no ambiente hospitalar é reconhecidamente um importante fator de
risco para emergéncia e a disseminacdo da resisténcia microbiana (CEBRIAN et al.,
2018).

3.2 Micro-organismos patogénicos e deteriorantes de alimentos

Com a atual consciéncia da importancia da seguranca de alimentos, uma
vez que alguns dos aditivos quimicos utilizados nos alimentos sdo potencialmente
prejudicais a saude, tem-se buscado também recursos naturais para a conservagao
dos alimentos (YANG et al., 2014). A presenca de agentes patogénicos em produtos
alimentares imp0e risco potencial para os consumidores e provoca graves perdas
econOmicas. Doengas transmitidas por alimentos tém um grande impacto na
economia e na saude publica em todo o mundo (WAJID et al., 2018).

Doencas transmitidas por alimentos sdo originadas por alimentos
aparentemente normais, sem alteragcdes de odor ou sabor, e sdo causadas por
diversos micro-organismos, variando o tempo de incubacao destes e de duracdo da
doenca. Doencas causadas por micro-organismos transmitidos através de alimentos
sdo normalmente divididos em infec¢cdes alimentares e intoxicacfes alimentares
(KADARIYA et al., 2014; SARAOUI et al., 2016).

No Brasil os dados do Sistema Nacional de Agravos e Notificacbes da
Secretaria de Vigilancia em Saude (SINAN\SVS), Ministério da Saude, atribuem
como agente etiologico mais identificado em surtos de doencas transmitidas a
Salmonella, com incidéncia de aproximadamente 35% dos casos identificados.
Infeccbes causadas por Escherichia coli apresentam aproximadamente 28% de
incidéncia, S. aureus 18% dos surtos, seguido de outros agentes de origem
alimentar com cerca de 5% de incidéncia no periodo compreendido entre 2000 e
2017 (BRASIL, 2018).

InfeccOes de origem alimentar podem ser causadas por micro-organismos
que aderem a mucosa do intestino e se multiplicam, colonizando o trato
gastrointestinal do hospedeiro, podendo ocorrer a invasao da mucosa e penetracao

nos tecidos (GOGOI et al., 2018). Entre os principais micro-organismos causadores



de infeccdo de origem alimentar, estd a Salmonella spp., considerada o agente
causador da zoonose mais difundida do mundo, causando também perdas
econdmicas. A infeccdo por Salmonella esta associada a ingestdo de alimentos
como carnes, ovos e produtos lacteos e dgua contaminada (GODOI et al., 2018). Os
sorovares zoonoticos de Salmonella enterica, particularmente Typhimurium e
Enteritidis, representam uma ameagca global continua a industria avicola e a saude
publica (WAJID et al., 2018). Salmonella € um patégeno que causa uma variedade
de doencas, desde infeccOes sistémicas com risco de vida, como febre tifoide
causada por Salmonella Typhi, até gastroenterites leves em humanos causadas por
Salmonella Paratyphi (A, B, C) e as enterocolites (FRANCO & LADGRAF, 2005;
BROZ et al., 2012).

Ja infec¢des de origem alimentar causadas por E. coli estdo associadas
as praticas inadequadas de higiene pessoal e alimentar e sua transmissao é fecal-
oral. Os alimentos suscetiveis a contaminacdo sdo carnes, hortalicas, leite e agua
ndo tratada. O problema envolvendo E. coli esta associado sobretudo a isolados
patogénicos. Com base nos fatores de viruléncia, as cepas patogénicas de E. coli,
causadoras de distdrbios em homens e animais, sdo divididas em dois grupos: as
causadoras de diarreia (DEC) e as patogénicas extraintestinais (EXPEC). O primeiro
grupo sdo as bactérias que provocam problemas de ordem intestinal classificadas
em enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC),
enterro-hemorragica (EHEC) e enteroagregativa (EaggEC). O grupo das
extraintestinais séo: E. coli uropatogénica (UPEC), E. colide meningite neonatal
(NMEC) e E. coli patogénica para aves (APEC), responsaveis por uma variedade de
infeccbes, incluindo as complicacbes no trato urinario, meningite e septicemia,
respectivamente (BRITO et al., 2006; LOPES et al., 2017).

A Dbactéria Listeria monocytogenes € responsavel por infeccdes
oportunistas, geralmente se manifesta por septicemia, meningoencefalite ou
infeccbes associadas a gravidez. Apds a ingestdo de alimentos contaminados com
esta bactéria, esta atinge o trato intestinal aderindo e invadindo a mucosa. Listeriose
ocorre principalmente em grupos especificos de risco, como em gestantes, idosos ou
imunocomprometidos e os sintomas mais comuns sao: febre, fadiga e dor de
cabeca. A origem alimentar de L. monocytogenes esta associada a resisténcia a

diversas condicbes ambientais e a capacidade de multiplicar-se a temperaturas



baixas. E encontrada em uma variedade de alimentos crus e processados, podendo
se multiplicar com facilidade durante o periodo da estocagem, em produtos como
queijos e embutidos, além de carnes e vegetais crus (SARAOQUI et al., 2016;
CHERSICH et al., 2017).

IntoxicagOes de origem alimentar, sdo causadas por um grupo de micro-
organismos que produzem tanto toxinas durante a sua proliferacdo no alimento,
quanto apos a ingestdo do alimento pelo hospedeiro. Também pode haver
intoxicacdo alimentar a partir da ingestdo de substancias quimicas presentes nos
alimentos, como pesticidas, agrotoxicos, metais pesados (NUNES et al., 2016;
ERCOLI et al., 2017).

Os estafilococos coagulase positiva sdo agentes microbianos
responsaveis por surtos de intoxicacdo alimentar. Essa intoxicacdo se da pela
ingestdo de enterotoxinas pré-formadas nos alimentos contaminados por esses
micro-organismos. As causas mais comuns de doencas transmitidas por alimentos
causadas por Staphylococcus aureus sao enterotoxinas estafilococicas classicas
produzidas pela bactéria, dos tipos A, B, C, D e E. Estas toxinas sao proteinas
bésicas constituidas por 220-240 aminoacidos e tém pesos moleculares
semelhantes de 25-30 kDa. Outros tipos de enterotoxinas ou superantigenos (SEG,
SEH, SEIl, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SES, SET, SEU e
SEV) também foram descritas e avaliadas. O aparecimento de sintomas, como
nauseas, vomitos intensos, diarreia, dor abdominal e cefaleia ocorrem de 2 a 8 horas
apos a ingestdao do alimento. A gravidade da doenca depende da quantidade de
toxina ingerida e da saude do consumidor. Os alimentos mais envolvidos sao leite e
derivados, frango e presunto (ERCOLI et al., 2017; SILVA et al., 2017).

Bacillus cereus sdo de particular interesse na seguranga alimentar e
salde publica, pelo fato de que este micro-organismo causa deterioracdo de
alimentos, além de doencas através da producdo de toxinas. Esta bacteria é
encontrada principalmente em cereais, leites e derivados, carnes, alimentos
desidratados e temperos acondicionados de maneira inadequada. Além disso, é um
patdgeno oportunista que pode causar provocar duas sindromes, de acordo com a
toxina produzida, a sindrome diarreica, que esta ligada a
trés enterotoxinas hemoliticas e a sindrome emética (cereulida) (OWUSU-
KWARTENG et al., 2017; HEINI et al., 2018).



Além de causar doengas, alguns micro-organismos ainda podem
ocasionar deterioracdo dos alimentos, como Pseudomonas sp., Acinetobacter sp.,
Moraxella sp., Shewanella putrefaciens, B. cereus, Clostridium sp. e algumas
espécies da Familia Enterobacteriaceae, além de leveduras e fungos filamentosos
(ALCANTARA et al., 2012). A deterioracdo bacteriana pode causar alteracdes nas
caracteristicas fisicas e quimicas dos produtos, e o tipo de deterioracdo varia de
acordo com as condi¢cdes e com a temperatura de armazenamento dos produtos
(HAVELAAR et al., 2015). A deterioracdo bacteriana provoca perdas econémicas
significativas para a industria alimentar devido a estas altera¢cdes nas caracteristicas
do produto. Micro-organismos psicrotroficos deteriorantes de almentos sdo de uma
preocupacao particular para a industria, como Pseudomonas sp., que tem limitado a
vida de prateleira do leite processado, carnes e derivados (ARSLAN & OZDEMIR,
2011; MANRIQUE et al., 2016).

3.3 Importancia da pesquisa por moléculas com potencial antimicrobiano

Substancias antimicrobianas podem ser produzidas por animais, plantas,
insetos e micro-organismos, tais como peréxido de hidrogénio, acidos graxos, acidos
organicos, etanol, antibidticos e bacteriocinas. Essas substancias podem resultar
das interacdes de organismos entre si e com 0 ambiente, e consequentemente iréo
desempenhar funcdes especificas nestas associacdes (CONTI et al., 2012).

O primeiro antibidtico clinicamente util foi descoberto por Alexander
Fleming em 1928 como um produto derivado de Penicillium notatum, porém a sua
purificacdo, isolamento e estrutura ndo eram conhecidos. O periodo de 1940 até o
final da década de 1960 ficou conhecido como “era de ouro”, quando pesquisas
resultaram na identificacdo de um arsenal robusto de antimicrobianos eficazes a
partir de fontes naturais para tratar infeccbes microbianas. No inicio da década de
1940, descobriu-se a actinomicina e os aminoglicosideos, incluindo estreptomicina e
neomicina. Em 1948, pesquisas encontram clorotetraciclina, também produzido por
Streptomyces aureofaciens, que foi aprovado para 0 uso haquele ano contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas. Em seguida, derivado de Streptomyces
venezuelae, surge o cloranfenicol, que mais tarde foi obtido por sintese em escala
industrial (WALSH, 2003; BROWN, 2006; TENOVER, 2006; DEMAIN, 2014).



No entanto, a descoberta de novas classes de antimicrobianos teve um
declinio constante nas ultimas décadas, devido ao desafio de identificar novos
produtos, tanto moléculas de origem natural quanto o desenvolvimento de produtos
sintéticos, que sejam atoxicos (MOELLERING, 2011; SILVER, 2017).

A resisténcia e a toxicidade dos antimicrobianos disponiveis tornaram
imperativa a busca de estratégias para a descoberta de novos compostos. A
tecnologia para a deteccdo de novos micro-organismos produtores de potenciais
compostos bioativos sdo ferramentas de apoio, que auxiliam na identificacdo e na
avaliacdo da atividade das novas substéncias antimicrobianas. Isto é devido
aumento do conhecimento da fisiologia microbiana, de bioinformatica, de quimica e
de biossintese combinatéria, de engenharia metabdlica, arranjo genético e da
evolucédo dirigida de proteinas (GUZMAN-TRAMPE et al., 2017; MAHAJAN &
BALACHANDRAN, 2017).

A busca por fontes de micro-organismos produtores de substancias
antimicrobianas tem sido explorada em diversos ambientes, como hascentes,
géiseres e cavernas (MAHAJAN & BALACHANDRAN, 2017), amostras de solo,
(SHAH et al.,, 2017; HOVER et al.,, 2018), sedimentos (CHEN et al., 2017,
QUINTERO et al., 2018) e derivados de fontes vegetais e animais (HELAL et al.,
2018).

Peptideos bioativos, que apresentam efeitos antimicrobianos, possuem
aplicacdes potenciais na qualidade e seguranca alimentar e ainda podem ter efeito
antimicrobiano contra patdégenos clinicos. Considerando as demandas dos
consumidores por alimentos menos processados e mais naturais, esforcos
crescentes estdo voltados para a caracterizacdo destes compostos (BRANDELLI et
al., 2015; MATHUR et al., 2017).

Na biotecnologia de alimentos, a pesquisa por substancias
antimicrobianas concentrou-se principalmente em bacteriocinas, produzidas
por bactérias acido lacticas, e suas aplicacdbes como bioconservantes de alimentos
contra patdgenos de origem alimentar e bactérias de deterioragcdo de alimentos
(BALI et al., 2016; ZOU et al., 2018).

Mais recentemente, aplicacbes de peptideos antimicrobianos
relacionados a saude, sdo descritas. Mathur e colaboradores (2017) revisaram

estudos nos quais as bacteriocinas foram consideradas efetivas em combinacgao
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com outros antimicrobianos, com o objetivo de atingir patdgenos clinicos ou de
origem alimentar e compensar a escassez de novos antimicrobianos. Bernat e
colaboradores (2016) demostraram que o extrato sintetizado pela linhagem Bacillus
subtilis I11a, contendo principalmente iturina A e fengicina, foi ativo contra as
bactérias nas formas planctbnicas e sésseis isoladas de biofiimes de catéter
urinério. Este extrato demonstrou um efeito sinérgico entre iturina A e fengicina na

erradicacao de uropatégenos, como Escherichia coli e Klebsiella sp.

3.4 Ambientes naturais como fonte de micro-organismos produtores de
antimicrobianos

O solo é um sistema dinamico e complexo, onde 0s seres vivos das mais
variadas espécies estabelecem relacfes entre si, através da troca de substancias e
da degradacdo de diferentes elementos. Neste sistema, ocorrem transformacoes
nas biomoléculas e metabdlitos secundarios sao liberados. A distribuicdo
estratificada de comunidades bacterianas tem sido detectada em diferentes
ambientes naturais (ZHOU et al., 2017).

A producdo de antibidticos € uma caracteristica bastante estudada
especialmente pelo género Streptomyces. Dentre 0os antimicrobianos produzidos por
Streptomyces estdo os aminoglicosideos, macrolideos, cloranfenicol, tetraciclina,
gentamicina, fosfomicina e poliénicos (CHATER, 2016; BALTZ, 2016).

Shah e colaboradores (2017) isolaram actinomicetos de amostras do solo
coletadas de uma regido dos Himalaias, onde foi testada a atividade antimicrobiana
de 121 isolados contra diferentes micro-organismos patogénicos. Dentre os isolados
destacou-se Streptomyces pratensis, cujo extrato foi submetido a varias técnicas de
cromatografia que levaram ao isolamento de quatro compostos, demostrando uma
potente atividade antimicrobiana contra S. aureus e Mycobacterium tuberculosis.

A pseudouridimicina (PUM) produzida por Streptomyces sp., encontrado
em uma amostra de solo coletada na Italia, inibe o crescimento de uma ampla gama
de patdégenos gram-negativos e gram-positivos, como Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli e Streptococcus pyogenes, sem resisténcia cruzada com drogas
antibacterianas utilizadas atualmente (MAFFIOLI et al., 2017; SOSIO et al., 2018).

Micro-organismos associados aos sedimentos costeiros do Mar do Caribe

colombiano foram isolados e avaliados quanto sua atividade antimicrobiana.

11



Uma triagem foi realizada usando o método de difusdo em &gar contra os patdégenos
Escherichia coli, S. aureus, K. pneumoniae, Candida albicans, Candida tropicalis e P.
aeruginosa. Dos 104 isolados, 17 linhagens mostraram atividade antimicrobiana e
foram identificadas como membros dos géneros Streptomyces, Micrococcus e
Bacillus, sendo Bacillus o género predominante. Foram encontradas porcentagens
de inibicdo de crescimento superiores a 90% sobre MRSA e C. albicans. Os autores
sugerem que os resultados podem contribuir para o potencial biotecnolégico da
biodiversidade, com o desenvolvimento de produtos farmacéuticos que podem
neutralizar o crescente problema da resisténcia a patégenos (QUINTERO et al.,
2018).

Um estudo conduzido na india avaliou uma bactéria isolada de plantas do
nordeste do pais quanto a producdo de substancias inibitérias. Esta bactéria foi
testada contra patdégenos e agentes deteriorantes de alimentos, demonstrando
atividade inibitoria contra Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis e Clostridium
perfringens. A bactéria foi identificada como Brevibacillus borstelensis. A bacteriocina
produzida pelo isolado foi purificada e caracterizada, demonstrando estabilidade
térmica a 100 °C. Com relagcao ao pH, obteve a atividade maxima em pH neutro. A
sensibilidade da bacteriocina as enzimas proteoliticas foi também avaliada,
indicando tratar-se de uma substancia de natureza proteica (SHARMA et al., 2014).

A fim de explorar recursos naturais para contribuir com a producédo de
antimicrobianos clinicamente importantes, independente de cultura de micro-
organismos, Hover e colaboradores (2018) analisaram o DNA extraido de amostras
de solo através do sequenciamento de genoma, andlise de bioinformética e
expressao génica. Neste trabalho, os autores descreveram a aplicacdo de
plataformas para a descoberta das malacidinas e lipopetideos comumente
codificados em microbiomas do solo. As malacidinas mostraram-se ativas contra

S. aureus resistentes a meticilina.

3.5 Substancias antimicrobianas produzidas por espécies de Bacillus
Membros do género Bacillus sdo bactérias gram-positivas, aerdbias e
formadoras de endosporos, caracterizadas pela morfologia celular em forma de

bastonete e producéo de catalase. Sdo encontrados em diversos ambientes, como
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solo e argila, rochas, poeira, ambientes aquaticos, vegetacdo, alimentos e trato
gastrointestinal de diferentes animais (SUMI et al., 2015; BOOTTANUN et al., 2017).

A familia Bacillaceae, incluindo Bacillus spp., Brevibacillus spp.,
Paenibacillus spp., Aneuribacillus sp., e Halobacillus, sdo fonte de peptideos
estruturalmente diversificados, exibindo atividade antimicrobiana contra varios
patdégenos, tornando-os um ponto de partida promissor na busca por novas
substancias inibitorias (SALAZAR et al., 2017; ZHAO et al., 2018). A capacidade de
produzir substancias antimicrobianas aliado a sua capacidade de esporulacao,
confere as espécies de Bacillus uma vantagem significativa em termos da sua
sobrevivéncia em diferentes habitats. As espécies de Bacillus produzem uma grande
variedade de compostos biologicamente ativos, incluindo policetideos, lipopeptideos,
sideroforos e peptideos (EBRAHIMIPOUR et al.,, 2014; DIMKIC et al.,, 2017;
BELTRAN et al., 2018; ZHAO et al., 2018).

Peptideos antimicrobianos podem ser divididos em duas classes,
dependendo da sua biossintese: a classe | inclui pequenos peptideos
antimicrobianos  sintetizados por grandes complexos enzimaticos (ndo
ribossomicamente), enquanto a classe |l compreende peptideos sintetizados por
ribossomos, caracterizados como bacteriocinas (YE et al., 2013; SUMI et al., 2015).
Peptideos nado ribossomais sédo de grande importancia para a industria farmacéutica
devido a sua ampla atividade biologica, o que os coloca entre os produtos naturais
com maior potencial para a descoberta de novos farmacos. Por outro lado, peptideos
ribossomais sdo proteinas complexas com atividade bactericida contra espécies
intimamente relacionadas com 0s micro-organismos produtores, variam em peso
molecular, nas propriedades bioquimicas, espectro e mecanismo de acao
(GONZALEZ et al., 2016; SALAZAR et al., 2017).

Segundo Zhao e colaboradores (2018), a classificacdo de peptideos
antimicrobianos derivados da Familia Bacillaceae € dividida em cinco categorias
distintas, classificados de acordo com sua massa e estrutura quimica. Sao eles os
lipopeptideos, 2,5-dicetopiperazinas (DKPSs), tiopeptideos, peptideos ciclicos tipicos
e peptideos lineares.

Vérios antibidticos peptidicos que sdo de importancia farmacéutica, tais
como bacitracina, polimixina, gramicidina, tirocidina, subtilina e bacilisina, sao

produzidos por espécies de Bacillus. Um dos polipeptideos mais importantes € a

13



bacitracina, que efetivamente inibe o crescimento de Streptococcus pyogenes e S.
aureus. Polimixina B e polimixina E, isoladas de Bacillus polymyxa s&o antibioticos
lipopeptidicos. As polimixinas tém forte atividade contra bactérias gram-negativas
incluindo Enterobacteriaceae e espécies ndo fermentadoras de glicose (SHARMA et
al., 2014; DUARTE et al., 2014).

Bacillus sp. P34 foi isolado de intestino de peixe (Leporinus sp.) na Bacia
Amazonica. A atividade antimicrobiana deste Bacillus foi detectada e caracterizada.
A substancia foi capaz de inibir uma ampla gama de micro-organismos indicadores,
incluindo bactérias patogénicas e deteriorantes de alimentos como Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila, Erwinia carotovora,
Pasteurella haemolytica e Salmonella Gallinarum. A identificacdo de substancias
inibidoras do tipo bacteriocina, que possuem amplo espectro de acdo, aborda um
importante aspecto para protecdo de alimentos contra patdgenos e deteriorantes de
alimentos (MOTTA et al., 2007).

Lipopeptideos foram isolados de Bacillus sp. KCB14S006 em ambiente
hipersalino natural por Son e colaboradores (2016). O estudo resultou no
isolamento de trés compostos de iturina que foram testados quanto as suas
atividades antimicrobianas, citotoxicidade, bem como suas atividades de inibicao
enzimatica. Todos os compostos avaliados exibiram atividades antifingicas, contra
Aspergillus flavus, Neurospora crassa, Candida albicans e Penicillium
griseofulvum. A descoberta das iturinas e suas bioatividades sustentam a
importadncia de pesquisas por bactérias isoladas de diferentes ambientes como
fontes promissoras de moléculas bioativas (SON et al., 2016).

Uma bactéria produtora de uma substancia antimicrobiana isolada da pele
de r&, Rana ridibunda, foi identificada como Bacillus atrophaeus. Para caracterizar o
composto antimicrobiano produzido, o sobrenadante da cultura foi parcialmente
purificado. O composto antimicrobiano apresentou amplo espectro e foi estavel no
intervalo de temperatura entre 25 °C e 100 °C e ativo em um pH amplo de 2,0 a 11,0.
A producdo méxima do composto antimicrobiano foi alcancada a 30 °C e pH 7. Os
autores sugerem que essas propriedades tornam o composto uma ferramenta néo
s6 para prevencéo e tratamento de infec¢des, mas para ser considerado como um

possivel conservante em industrias alimenticias para evitar a deterioragcdo de
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alimentos. No entanto, mais estudos sobre purificagdo e caracterizacdo do
antimicrobiano seriam necessarios (EBRAHIMIPOUR et al., 2014).

Metabdlitos secundarios produzidos a partir de isolados de Bacillus
amyloliquefaciens, N2-4 e N3-8, foram parcialmente purificados e parcialmente
caracterizados, demostrando capacidade de inibir varias cepas de Burkholderia
pseudomallei de fontes clinicas e ambientais, incluindo isolados resistentes a
antimicrobianos. Os compostos também foram capazes de inibir outras bactérias
gram-positivas e gram-negativas como E. coli, S. aureus, E. faecium e Clostridium
difficile, revelando amplo espectro de acdo. A atividade antimicrobiana do
sobrenadante da cultura de N2-4 foi diminuida pelo calor e completamente destruida
por enzimas proteoliticas, portanto, sugere-se que 0S compostos ativos sejam
compostos proteicos. Para N3-8, o calor e enzimas proteoliticas s6 foram capazes
de diminuir parcialmente a atividade, o que o0s autores sugerem ser devido a
natureza lipopeptidica ou policetidica (BOOTTANUN et al., 2017).

Bacillus pumilus isolado de agua, produziu um composto que apresentou
atividade antibacteriana notavel contra MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) e VRE (Vancomycin-resistence enterococcus). A bacteriocina foi a primeira a
ser descrita na literatura produzida pelo isolado, designada como pumilicina 4.
Quanto a estabilidade ao calor, a bacteriocina manteve atividade em até 121 °C por
15 min e foi ativa quando em pH 6 a 9. Sua atividade desapareceu quando tratada
com enzimas proteoliticas, demonstrando sua natureza proteica. Foi solUvel em
solventes organicos, como etanol e metanol, sugerindo uma natureza hidrofobica. O
peso molecular foi determinado em 1994,62 Da quando analisada em
espectrometria de massa (AUNPAD & NA-BANGCHANG, 2007).

Dimkic e colaboradores (2017) investigaram métodos para a deteccéo
rapida e confiavel de cepas de Bacillus isolados de solo, que podem produzir
metabolitos com potencial uso em biocontrole e identificaram cinco linhagens
de Bacillus produtoras de lipopeptideos. A cromatografia em camada delgada de alto
desempenho foi utilizada para a separagdo simultdnea de misturas complexas de
extratos de lipopeptideos. Utilizou-se MALDI-TOF/MS, como técnica rapida e eficaz
para a identificacdo destes compostos distintos nos extratos. Todos o0s
antimicrobianos separados desta pesquisa mostraram potentes efeitos

contra Xanthomonas arboricola e Pseudomonas syringae.
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Lipopeptideos produzidos por Bacillus licheniformis isolados a partir de
sedimentos marinhos, demonstraram atividade de inibicdo significativa contra Vibrio
parahaemolyticus. Purificados por cromatografia em coluna de Sephadex LH-20,
os lipopeptideos mostraram boa resisténcia a luz UV e a mudanca de pH e
temperatura (CHEN et al., 2017).

Lee e colaboradores (2016) identificaram e caracterizaram uma
substancia antimicrobiana produzida por Bacillus sp. LM7 isolado de soja. A
substancia apresentou um espectro de inibicdo significativo, mais amplo do que a
nisina e a polimixina B. Foram sensiveis a substancia antimicrobiana produzida pelo
isolado, Bacillus cereus, L. monocytogenes e E. faecalis, além de fungos
pertencentes aos géneros Saccharomyces, Aspergillus e Fusarium.

Bacillus sdo encontrados em diversos ambientes e sao potenciais fontes
de peptideos bioativos. A maioria das espécies do género Bacillus sdo consideradas
importantes produtoras de substancias antimicrobianas, como lipopeptideos e
bacteriocinas. A busca por espécies de Bacillus produtores de substancias
antimicrobianas em diferentes ambientes tem se tornado uma ferramenta valiosa
(EBRAHIMIPOUR et al., 2014; BELTRAN et al., 2018).

3.6 Perspectivas para aplicacdo de peptideos bioativos na é&rea clinica e de
alimentos

O estudo de peptideos bioativos tem sido o foco de varias investigacdes
relacionadas principalmente a explorar suas atividades antioxidantes, anti-
hipertensivas, atividades antitumorais, antivirais, antiparasitarias e antimicrobianas
(BRANDELLI et al.,, 2015; BELTRAN et al.,, 2018). Atividade antimicrobiana
produzida por peptideos derivados de Bacillus sp. tem potencial na indulstria
farmacéutica, assim como nos setores alimenticios como conservantes de alimentos,
e agricola para inibir patégenos de plantas e preservar grdos (SUMI et al., 2015). O
potencial terapéutico das bacteriocinas nas infec¢des bacterianas locais e sistémicas
estd atualmente em estudo, destacando sua importancia como alternativa viavel ou
como complemento aos antibiéticos atualmente utilizados, considerando o alarmante
aumento das resisténcias aos antimicrobianos (CEBRIAN et al., 2018).

Para avancar na producdo de alimentos de forma mais segura e

sustentavel, antimicrobianos produzidos por micro-organismos tém sido
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tradicionalmente aplicados para aumentar a segurangca na conservacado de
alimentos. Isso é bem exemplificado pelo uso de bacteriocinas como antimicrobianos
alimentares, como o uso de nisina em produtos derivados do leite. Bacteriocinas sédo
facilmente inativadas por enzimas digestivas, 0 que caracteriza estas moléculas
como seguras para aplicacdo na conservacdo de alimentos (DUARTE et al., 2014;
MARTINEZ et al., 2018; ZOU et al., 2018).

Atualmente, as Unicas bacteriocinas comercializadas nos EUA e no
Canadéa séo nisina, produzida por Lactococcus lactis, pediocina, produzida por
Pediococcus acidilactici, e Micocin®, uma combinacdo de trés bacteriocinas
(Carnociclina A, Carnobacteriocina BM1, e Piscicolina 126) produzidas por
Carnobacterium maltaromaticum UAL307 (ZOU et al., 2018). Porém, apenas a nisina
€ aprovada pela Organizacdo Mundial de Saude desde 1969, sendo a Unica
bacteriocina largamente comercializada e utilizada como conservante de alimentos
em mais de 40 paises, incluindo o Brasil (GARSA et al., 2014).

Estudos mostram que a nisina tem atividade antibacteriana de amplo
espectro e € usada como um antimicrobiano contra muitas bactérias que s&o
deteriorantes de alimentos. A nisina também pode ser potencialmente utilizada para
controlar infec¢des por C. difficile entre humanos, uma vez que € um inibidor eficaz
das células vegetativas e da germinacdo de esporos (LE LAY et al., 2016; SEAL et
al., 2018).

A eficacia da biopreservacao de um peptideo antibacteriano parcialmente
purificado, produzido por Bacillus licheniformis Mel, foi avaliada por meio
de aplicacédo direta no leite e em produtos alimenticios a base de leite. A adicdo do
peptideo em amostras de leite armazenadas resultou na inibicdo do crescimento de
L. monocytogenes, Micrococcus luteus e S. aureus, 0 que aumentou em 4 dias a
vida util de amostras de leite, enquanto que a coagulacéo e o odor foram notados
em amostras sem adicao do peptideo. O efeito antilisteria também foi observado, em
amostras de queijos tratados com a adicdo do peptideo. Estes resultados indicam
que os peptideos produzidos por B. licheniformis Mel podem ser utilizados como
bioconservantes para controlar o crescimento de bactérias deteriorantes e
patogénicas, como L. monocytogenes, M. luteus e S. aureus, reduzindo assim o
risco de doencgas transmitidas por alimentos (NITHYA et al., 2018).

Além de seu papel na biopreservacdo de alimentos para aumentar o
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prazo de validade dos alimentos e reduzir o uso de aditivos quimicos, surgem novas
aplicacfes de bacteriocinas e peptideos antimicrobianos na saude, como exemplos
de substancias anti-infecciosas e moduladoras da microbiota intestinal (MARTINEZ
et al., 2018).

Lipopeptideos s&o produzidos por Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Streptomyces sp. e Aspergillus sp. e sua aplicacdo em produtos cosméticos foi
aumentada devido as suas propriedades e diversas atividades biolégicas, incluindo
atividades antioxidantes. Além disso, lipopetideos sdo usados na biorremediacéo
devido a suas propriedades como redutores de viscosidade e solubilizagdo de
hidrocarbonetos (HMIDET et al., 2017).

Um estudo realizado por Cebrian e colaboradores (2018) demonstra a alta
suscebilidade de varios isolados clinicos de Propionibacterium acne de diferentes
fontes (pele, osso, exsudato de feridas, abscesso ou contaminacdo de sangue) a
bacteriocina AS-48. Isso forneceu a base para o desenvolvimento de formulacdes
topicas para a acne ou para aplicacdo em infec¢cbes associadas a biofilme em
implantes. AS-48 demonstrou-se como um agente terapéutico (til contra essa
bactéria, além de que sua associagdo com lisozima promoveu resultados
cooperativos.

Uma atencao significativa tem sido direcionada para as propriedades
antibacterianas da surfactina. Estudos observaram que a surfactina poderia reduzir a
formacao de biofilme em cateteres urinarios por Salmonella enterica. Uma reducéo
na formacdo de biomassa de biofiime na presenca de surfactina também foi
observada para Legionella pneumophila. O extrato obtido pela linhagem Bacillus
subtilis I1a exibiu efeito inibidor contra as formas planctbnicas e sésseis de E.
coli, Serratia  marcescens, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Citrobacter
freundii e E. faecalis, bactérias uropatogénicas que foram isoladas de biofilmes em
cateter urinéarios (BERNA et al., 2016).

Uma perspectiva para combater infeccbes sdo o0s peptideos
antimicrobianos, porém muitos obstaculos devem ser vencidos antes que estes
possam ser disponibilizados na clinica e comércio, como a estabilidade, toxicidade

contra células eucarioticas e altos custos de producéo (LIU et al., 2018).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Culturas bacterianas
4.1.1 Isolado bacteriano

O isolado bacteriano produtor de atividade antimicrobiana foi proveniente
de um estudo anterior, onde foram realizadas coletas de sedimento de areas umidas
na Unidade de Conservacdo (UC) do Parque Natural Municipal Imperatriz
Leopoldina, localizada no municipio de Sdo Leopoldo/RS (dados néao publicados).

O Parque Natural Municipal Imperatriz Leopoldina estd localizado no
municipio de Sdo Leopoldo/RS (S 29°45’ 37" e W 51°08’ 50”) (Figura 1) e parte da
area esta inserida dentro da bacia de inundacdo do rio dos Sinos. A Unidade de
Conservacao do Parque Natural Municipal Imperatriz Leopoldina (PNMIL) foi criada
através do Decreto 4.330/2005 pela Secretaria Municipal do Meio Ambiente em 2016
(SEMMAM) e sua importancia esta relacionada ao fato de apresentar uma conexao
entre a flora de Sdo Leopoldo e as matas mais ricas da Encosta da Serra,
possibilitando a disperséo natural entre as espécies préoprias do Parque com aquelas
de areas adjacentes (Atlas Socioambiental, 2012). O Parque Natural Municipal
Imperatriz Leopoldina possui abrangéncia regional e constitui a maior unidade de
conservacao em area urbana do Estado do Rio Grande Sul.

As coletas de sedimento foram realizadas em uma area umida da UC
Imperatriz Leopoldina no més de dezembro de 2016. A amostra de sedimento foi
coletada do Ponto 1: S 29°45’374”/ W 51°07°992, ponto amostral localizado préximo
a margem do banhado e com algumas espécies arbustivas em sua volta. Foram
coletadas 100 g de sedimento para contagem de bactérias heterotréficas, a
profundidade de 40 cm da superficie. As amostras de sedimento foram transferidas
para sacos estéreis, acondicionadas em uma caixa de isopor e conduzidas sob
refrigeracdo, até o Laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), onde foram
imediatamente processadas.

Os micro-organismos isolados a partir das amostras de sedimento estéo
depositados na colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia do Instituto de

Ciéncias Basicas da Saude (ICBS). Destes, o isolado pré-selecionado foi submetido
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as etapas de identificacdo microbioldégica e avaliagdo quanto a producdo de
compostos bioativos.

// Séo Leopoldo RS

Google Earth, 2018.
Figura 1 — Localizagcdo da Unidade de Conservacdo (UC) do Parque Natural
Municipal Imperatriz Leopoldina, situada no municipio de Sao Leopoldo/RS

4.1.1.1 Identificacdo do isolado bacteriano por espectrometria de massas

A partir do crescimento em &gar triptona de soja (TSA), uma colbnia do
isolado foi inoculada em tubo Eppendorf, com 300 pL de agua ultrapura e
homogeneizado. Em seguida, foi adicionado 900 pL de etanol absoluto e
centrifugado a velocidade de 185009, durante 2 minutos. O excesso de liquido foi
removido e foram adicionados 50 yL de acido formico 70%. A amostra foi novamente
homogeneizada e adicionados 50 pL de acetonitrila. Em seguida centrifugou-se
durante 2 minutos a velocidade 18500g. Um pL de sobrenadante foi aplicado a um
spot da placa de aco inoxidavel e adicionado 1 pL de solugcdo acido a ciano-4-
hidroxicindmico e ap6s a secagem deste spot, a leitura foi realizada por

espectrometria de massas, Maldi Biotyper 4.0, software MBT OC.

4.1.1.1.2 Construcéo do dendrograma

O dendrograma foi construido a partir dos resultados de identificacdo por
espectrometria de massas. Para construcdo do dendrograma, foi utilizado o MALDI
Biotyper 4.0, que permite a analise de conjuntos de espectros, através da Analise de
Componentes Principais (PCA). A andlise estatistica fornece informacdes sobre a

hetero/homogeneidade de um conjunto de dados. A Analise de Componentes
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Principais é gerenciada por uma ferramenta de software externa do MATLAB
integrado no MALDI Biotyper.

4.1.1.2 Identificacédo do isolado bacteriano via sequenciamento do gene 16S rRNA

Foi realizada a extracdo de DNA, seguido da amplificacdo e
sequenciamento de bases do isolado bacteriano por meio da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) no ThermalCycler modelo 2720 (Applied Biosystems by Life
Technologies®). O primer para sequenciamento bacteriano 16S foi FC27 (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e R530 (5'-CCGCGGCTGCTGGCACGTA-3")
(GONTANG et al., 2007). A reacao da PCR foi realizada em volume total de 25 pL,
contendo 100 ng de DNA, 1x de tampao de reacéo da Taq (4G®), 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl2 (4G®), 200 uM de dNTPs
(Ludwig Biotecnologia®), 1U de Tag DNA polimerase (4G®) e agua ultrapura para
completar o volume da reagéo. A PCR foi realizada nas condi¢des de 5 minutos a 94
°C, seguida por 35 ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 58 °C e 1 minuto a 72 °C,
com extensao final de 10 minutos a 72 °C. O sequenciamento das amostras foi
realizado na empresa ACTGene Analises Moleculares Ltda. (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico AB
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os dados de sequenciamento foram
coletados utilizando-se o programa Data Collection 2 (Applied Biosystems). Os
resultados foram analisados pelo programa Chrome versao 2.6.4 (Technelysium Pty
Ltd) e comparados ao banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A construcdo da analise da arvore filogenética foi realizada usando
o software MEGA X.

4.1.2 Micro-organismos indicadores

Os micro-organismos indicadores para a avaliacdo da atividade
antimicrobiana foram espécies de cole¢bes mantidas no laboratorio do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (ICBS). Algumas linhagens foram oriundas de amostras
de alimentos e cepas ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, USA),
bem como micro-organismos de importancia clinica isolados na rotina de um

Laboratorio de Andlises Clinicas de Porto Alegre.
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Os isolados foram conservados congelados em caldo TSB suplementado
com glicerol 20%, a -20 °C. Todos os micro-organismos foram reativados em TSA a
35 £ 2 °C. Alguns isolados, exigentes de cultivos especiais, foram recuperados
conforme manual da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2005).

Os micro-organismos testados como indicadores foram divididos em
grupos. O primeiro compreende isolados de amostras clinicas, seguido por isolados

provenientes de alimentos e cepas padrdo, como descritos na tabela 1 a seguir.

Tabela 1 — Micro-organismos indicadores para avaliacdo da atividade antimicrobiana

Micro-organismo indicador Resisténcia  Origem

Micro-organismos isolados de amostras clinicas

Escherichia coli S1 - Urina
Escherichia coli S2 - Urina
Klebsiella pneumoniae S3 - Urina
Klebsiella pneumoniae S4 - Urina
Enterobacter cloacae S5 - Urina
Enterobacter aerogenes S6 - Urina

Pseudomonas aeruginosa S7
Pseudomonas aeruginosa S8
Acinetobacter baumanii S9
Acinetobacter baumanii S10
Staphylococcus aureus S11
Staphylococcus aureus S12
Staphylococcus aureus S13
Staphylococcus saprophyticcus S14
Staphylococcus epidermidis S15
Staphylococcus capitis S16
Enterococcus faecalis S17
Enterococcus faecalis S18

Secrecdo traqueal
Secrecao traqueal
Swab anal

Urina

Abcesso epidural
Hemocultura
Secrecao lombar
Urina

Urina
Hemocultura
Cateter vesical
Urina

Enterococcus faecalis S19 - Urina
Enterococcus faecium S20 - Urina
Escherichia coli R1 KPC Swab retal
Escherichia coli R2 AmpC Urina
Klebsiella pneumoniae R3 KPC Urina
Klebsiella pneumoniae R4 KPC Swab de pele
Enterobacter cloacae R5 NDM Swab retal
Enterobacter aerogenes R6 KPC Urina

Pseudomonas aeruginosa R7 Resistente a carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa R8  Resistente a carbapenemicos Urina

Hemocultura

Acinetobacter baumanii R9 NDM Urina

Acinetobacter baumanii R10 KPC Swab retal
Staphylococcus aureus R11 Mrsa Swab nasal
Staphylococcus aureus R12 Mrsa Abcesso mamario
Staphylococcus aureus R13 Mrsa Secrecao quadril direito

Staphylococcus coagulase negativa R14 Oxacilina Resistente
Staphylococcus coagulase negativa R15 Oxacilina Resistente
Staphylococcus coagulase negativa R16 Oxacilina Resistente

Enterococcus faecalis R17

VRE

Urina
Hemocultura
Hemocultura
Swab retal




Enterococcus faecalis R18 VRE
Enterococcus faecalis R19 VRE
Enterococcus faecium R20 VRE

Isolados de Alimentos

Listeria monocytogenes 4C -
Listeria monocytogenes 17D78/03 -
Listeria monocytogenes 4B carcaca -
Listeria innocua 6B -
Listeria welshimeri ou seeligeri BQ Oxford - 1 -
Listeria seeiligeri BP Palcan — 2 -
Listeria welshimeri ou seeligeri PF Oxford - 3 -
Listeria welshimeri ou seeligeri MP Oxford - 4 -
Listeria seeligeri ou innocua BP Oxford - 5 -
Listeria monocytogenes QF Oxford - 6 -

Cepa American Type Culture Collection (ATCC)

Escherichia coli ATCC 25922

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Salmonella typhimurium ATCC 14028
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Serratia marcescens ATCC 43861
Corynebacterium fimi Nctc 7547
Corynebcterium striatum ATTCC BAA 1293
Listeria innocua (CT) 00354 ATCC 33090
Listeria ivanovii 00355 ATCC 19119
Listeria monocytogenes ATCC 7466
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Staphylococcus aureus ATCC 29223
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305
Staphylococcus epidermidis ATCC 35954
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Candida albicans ATCC 90028

Candida parapsilosis ATCC 22019

Candida krusei ATCC 6258

Urina
Urina
Hemocultura

Banco de isolados ICTA
Banco de isolados ICTA
Banco de isolados ICTA
Banco de isolados ICTA
Bancada quaijo — Zaffari
Bancada Presunto — Zaffari
Presunto fatiado — Zaffari
Maos presunto — Zaffari
Bancada presunto — Zaffari
Queijo fatiado — Zaffari

4.2 Curva de crescimento e producdo da substancia antimicrobiana pelo isolado

bacteriano

O crescimento celular e a producédo da atividade antimicrobiana pelo

isolado produtor selecionado foram avaliados a partir do cultivo em caldo TSB. Uma

aliquota de 1% do pré-indculo da cultura, foi inoculada em Erlenmeyer contendo 100

mL de TSB e incubado a 30 °C por 48 horas em incubadora com agitacéo orbital a

50 rotagdes por minuto (rpm). Durante o periodo de incubacéo, aliquotas foram

coletadas em intervalos de tempo regulares e avaliadas quanto o crescimento

celular da bactéria, sua atividade antimicrobiana e variacdo de pH. O momento da

inoculacéo no meio de cultivo foi considerado o tempo zero das analises.
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A determinagéo do crescimento bacteriano foi realizada como descrito por
Milles & Misra (1938) com modificacdes. Aliquotas de 100 pL do cultivo bacteriano
foram coletadas e diluidas de 10! a 10® em microtubos estéreis de 1,5 mL,
contendo 900 pL de salina 0,85%. ApO6s homogeneizacao, foram aplicados de cada
diluicdo 20 pL em placas com &gar padréo para contagem (PCA). As placas foram
incubadas a 30 °C por 24 horas e procedeu-se a contagem das Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC) nas diluicGes com namero de no minimo 10 e maximo
100 colbnias bacterianas. Os resultados foram expressos em UFC/mL.

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de diluicdo
seriada para a determinacdo das Unidades Arbitrarias por mililitros (UA/mL). A
atividade antimicrobiana foi definida pela ultima diluicdo que apresentou zona de
inibicilo em Agar Mueller Hinton. Suspenses da cultura indicadora Listeria
monocytogenes ATCC 7644 foram preparadas em solugdo salina com turvacao
correspondendo a escala 0.5 de MacFarland (1,5 x 108 UFC/mL) e espalhadas com
suabe em placas com agar Mueller Hinton. Foram aplicados diretamente no meio de
cultura 20 yL da fracdo parcialmente purificada. As placas foram incubadas a 30 °C
por 24 horas (MAYR-HARTING et al., 1972).

4.3 Purificacdo parcial do sobrenadante bruto da bactéria

4.3.1 Precipitacdo fracionada com sulfato de aménio
A partir do cultivo do sobrenadante bruto preparado em 300 mL, foi
realizada a precipitacdo fracionada para definir a faixa de saturacdo ideal. A
precipitacdo fracionada foi realizada nos seguintes intervalos: 0-20%, 20-40%, 40-
60%, 60-80%, 80-100% de saturacdo. O experimento foi conduzido sob condi¢cbes
de refrigeracdo em banho de gelo e agitacdo. A quantidade de sulfato de aménio
necessaria para atingir esta faixa de saturacao foi calculada com base no volume de
sobrenadante do cultivo sujeito a precipitacdo, segundo Scopes (1994). Apds a
adicdo da quantidade de sulfato de aménio adequada para a etapa de precipitacao,
a suspensdo formada foi mantida por 30 minutos sob agitacdo. Apds, esta
suspensao foi centrifugada a 4 °C (10.000 g por 15 min), o pellet foi separado do
sobrenadante e ressuspenso em 1 mL de tampéao fosfato de soédio 10 mM, pH 6,0. O
sobrenadante foi recolocado em banho de gelo e em seguida, foi adicionada nova

quantidade de sulfato de aménio para atingir a proxima faixa de saturagdo. Em todos
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os intervalos de saturacéo, verificou-se a atividade antimicrobiana conforme Motta &
Brandelli (2002), com modificagdes, a fim de determinar a faixa de saturacédo ideal. A
bactéria indicadora utilizada foi Listeria monocytogenes ATCC 7644.

4.3.2 Cromatografia liquida de gel filtracao

Apéds determinacdo da melhor faixa de saturacdo para a precipitacdo com
sulfato de amdnio, o pellet resultante da etapa anterior foi ressuspendido em 1 mL
de tampéo fosfato de sédio 10 mM, pH 6,0, e aplicado em coluna de cromatografia
liquida de gel-filtracéo (Sephadex G-200). A coluna (30 x 0,8 cm), foi eluida também
com tampao fosfato de sédio 10 mM, pH 6,0, sendo coletadas 30 fracdes de 1 mL
cada. As aliguotas foram tratadas termicamente (95 °C/12 min) para eliminacao de
células bacterianas. Para cada fracdo foram realizados testes para atividade
antimicrobiana contra Listeria monocytogenes ATCC 7644 de acordo com o item 4.6,
e estimada a concentracdo de proteinas através da leitura da absorbancia em

espectrofotometro (280 nm).

4.3.3 Membrana de Ultrafiltracao

As fragbes com atividade antimicrobiana, resultantes da etapa anterior,
foram fracionadas por ultrafiltracdo utilizando o sistema de ultrafiltracdo do tipo
Amicon Ultra 0.5, com membrana de retencédo de 50 kDa. Foram adicionados 500 pL
da fracdo com atividade antimicrobiana obtida através da Cromatografia liquida de
Gel filtracdo ao filtro, que foram submetidos a centrifugacdo (18500 g por 30
minutos). Apos centrifugacdo o conteudo retido do filtro foi centrifugado a 10.000 g
por 2 minutos a 4 °C. As fracdes retida e filtrada foram avaliadas quanto a atividade

antimicrobiana frente a cultura indicadora Listeria monocytogenes ATCC 7644.

4.4 Determinacao da concentracao de proteinas solUveis

Para determinar o conteudo de proteina soliuvel de cada etapa de
purificag@o utilizou-se o método descrito por Lowry et al (1951), com o emprego de
reagente de Folin-Ciocalteu. A concentracao de proteina foi determinada através da
comparacdo com uma curva-padrao (figura 2) preparada com albumina sérica
bovina e a absorbancia foi medida a 750 nm. Para calcular a concentracdo de

proteinas (mg/mL) presentes nas amostras, utilizou-se a equacdo da reta obtida

25



referente a curva de calibracdo (y=0,0415x+0,0408). O valor de R? foi 0,9862. O

experimento foi realizado em duplicata.
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Figura 2 - Projecdo da curva-padrdo de albumina sérica bovina para determinacao
da concentracdo de proteinas sollveis

4.5 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O grau de purificacdo e o perfil proteico de cada etapa de purificacdo foi
analisado através de eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) (LAEMMLI, 1970). Para a avaliagdo, 20 pL das etapas de purificacao,
sobrenadante bruto (8,94 mg/mL), Precipitado (6,87 mg/mL) e fracdo Sephadex
(1,56 mg/mL), foram ressuspendidos em 25 pL de tampao de amostra. Esta
ressuspensao foi incubada a 100 °C por 5 minutos e, a seguir, aplicada em gel de
poliacrilamida 12% contendo dodecil sulfato de sédio (SDS). A separacdao de
proteinas foi realizada através da aplicacdo de campo elétrico (150 V e 25 mA).
Apods a eletroforese, o gel destinado a avaliacdo da atividade antimicrobiana foi
lavado com agua destilada por diversas vezes para a remocdo do SDS e
posteriormente aplicado em uma placa de agar TSA. Sobre a placa foi vertido agar
TSA semi-sélido contendo aproximadamente 10° UFC/mL de L. monocytogenes
ATCC 7644 e incubada por 24 e 48 horas a 30 °C. Para a observacgao de bandas de
proteinas, outro gel foi corado com nitrato de prata (0,2% AgNO3, 0,008%
formaldeido) (HEUKESHOVEN & DERNICK, 1985). No gel também foi aplicado o
marcador de peso molecular BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen), que

apresenta proteinas na faixa de 10 a 220 kDa.
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4.6 Determinacdo do espectro de acao

O espectro de acdo da substancia antimicrobiana estudada foi
determinado a partir das fracbes provenientes da cromatografia liquida de gel
filtracdo termicamente tratadas frente a micro-organismos de importancia clinica e
alimentar (descritos no item 4.1.2). Suspensdes das culturas indicadoras foram
preparadas em solugdo salina com turvagdo correspondendo a escala 0.5 de
MacFarland (1,5 x 108 UFC/mL) e espalhadas com suabe em placas com &gar
Mueller Hinton. Foram aplicados 20 pL destas fracfes parcialmente purificadas em
duplicatas. As placas foram incubadas por 24 horas a temperatura 6tima de cada
micro-organismo. A atividade antimicrobiana foi determinada pela medicao dos halos

de inibicdo (mm) formados durante o crescimento dos micro-organismos.

4.7 Caracterizagdo do sobrenadante bruto parcialmente purificado

As fragBes resultantes da Cromatografia liquida de gel filtracdo que
apresentaram atividade antimicrobiana foram unidas e caracterizadas quanto a
estabilidade térmica, estabilidade frente a enzimas proteoliticas, solventes organicos
e detergentes. Ao final de cada tratamento, as amostras foram avaliadas quanto a
atividade antimicrobiana frente a bactéria indicadora Listeria monocytogenes ATCC
7644 (MOTTA & BRANDELLI, 2002). Para o controle dos testes de caracterizacao,
uma aliguota da fracdo sem tratamento foi utilizada em cada caso, a fim de calcular
a atividade antimicrobiana residual apés cada teste realizado. A formula para

calcular a atividade residual (AR) esta representada pela Equacéo 1:

EQUACAO 1

AR. (%) = Ht x 100
Hc

Sendo:

Ht: halo do sobrenadante apdés tratamento (mm)
Hc: Halo do controle (mm)

A.R.: atividade residual

4.7.1 Estabilidade térmica
A estabilidade térmica do sobrenadante bruto parcialmente purificado foi

avaliada incubando-se aliquota de 1000 uL da fracdo parcialmente purificada a 100
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°C, em banho seco, durante 3, 5 e 10 minutos. Aliquotas também foram expostas a
121 °C/105 kPa por 15 minutos (em autoclave). Para a avaliagdo da manutencéo da
fracdo a baixas temperaturas, foram refrigeradas aliquotas a 4 °C por 10, 20 e 30
dias e congeladas a -20 °C por 15 dias (MOTTA et al., 2007).

4.7.2 Estabilidade frente a enzimas proteoliticas

Amostras de 1 mL do sobrenadante bruto parcialmente purificado foram
incubadas a 37 °C por 60 minutos com concentracao final de 2 mg/mL com as
enzimas Tripsina suina (SAFC Biosciences, Kansas, USA) e Papaina (VETEC
Quimica Fina LTDA, Rio de Janeiro, BR). Ap0s este periodo, estas amostras foram
aguecidas a 100 °C por 3 minutos para a inativagdo das enzimas. Para controle, as
proteases foram testadas sem adicdo da substancia antimicrobiana, diluidas em
tampao fosfato salino (PBS) pH 7, e tratadas termicamente a 100 °C por 3 minutos.
A substancia antimicrobiana foi testada com e sem o tratamento térmico, além do
controle da enzima (MOTTA et al., 2007).

4.7.3 Estabilidade frente a solventes organicos e detergentes

A estabilidade da atividade antimicrobiana frente a solventes organicos e
detergentes foi avaliada. Para isto, aliquotas com 50 pL da substéancia parcialmente
purificada foram adicionadas a 25 pL de cada solvente organico e detergente. Apés
homogeneizacdo, as aliquotas foram incubadas por 60 minutos a 37 °C. Os
solventes empregados foram: Acetona, Metanol, Etanol, Cloroférmio, Xileno,
Dimetilsulfoxido (DMSO), Butanol e Eter etilico a concentracéo final de 50% (v/v). Os
detergentes utilizados foram Tween 20 e Tween 80 em uma concentracao final de
10% (v/v) (MOTTA et al., 2007).

4.8 Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos como médias e desvio padrao de trés
repeticbes. As diferencas foram consideradas significativas em um nivel de

confianga de 95% usando o Teste de Tukey.
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5. RESULTADOS

5.1Identificacdo do micro-organismo produtor

5.1.1 Identificacdo do micro-organismo produtor via MALDI-TOF/MS

Em relagédo a andlise por Maldi-Tof/MS, os escores previstos séo: 0,000 -
1.699 indicando uma identificacdo ndo confiavel, escore entre 1,700 — 1,999 como
identificacdo provavel do género, 2,000 — 2,299, como identificacdo segura em nivel
de género e 2,300 — 3,000 indica uma identificacdo segura em nivel de espécie. De
acordo com o0s escores apresentados, valores até 1,9 sugerem identificacdo
provavel em nivel de género, embora valores menores do escore ndo garantam a
identificacdo segura no nivel de espécie bacteriana para o isolado, as espécies
sugeridas pelo MALDI-TOF/MS foram Bacillus altitudinis com escore de 2,048

seguido de 1,986, e Bacillus pumilus, com escore de 1,641.

5.1.1.1 Anélise do dendrograma

Considerando a andlise do dendrograma (Figura 3), cujas linhas estao
dispostas segundo os niveis de similaridade da expressao fenotipica das proteinas
presentes nos isolados, a comparacdo entre os isolados de Bacillus foi realizada
entre Bacillus sp. sed 1.4 e Bacillus presente no banco de dados do MALDI TOF. De
acordo com a figura abaixo, podemos sugerir que o isolado Bacillus sp. sed 1.4 esta
mais proximo de Bacillus altitudinis, com um nivel de distancia préximo de 100, e um
pouco mais distante de Bacillus pumilus, com a distancia um pouco maior que 100,

mas ambas bactérias compartilham um ancestral comum.
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Figura 3 — Dendrograma das espécies de Bacillus demostrando os niveis de
similaridade da expresséao fenotipica das proteinas presentes nos isolados.

5.1.2 lIdentificacdo do micro-organismo produtor via sequenciamento do gene
16S rRNA

A andlise comparativa da sequéncia do gene 16S rRNA que a bactéria
apresentou 100% de similaridade com Bacillus altitudinis e Bacillus pumilus e a
sequéncia foi submetida ao Standard Nucleotide BLAST com o cédigo de acesso
MH666076 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

A arvore filogenética foi construida usando o método de unido vizinha. A
sequéncia de 16S rRNA foi comparada com sequéncias semelhantes ao micro-
organismo referécia por meio do NCBI Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(www.ncbi.nim.nich-gov/BLAST) com as sequéncias das seguintes estirpes, obtidas
no GenBank: Bacillus pumilus WAPB4 DQ355508 (Aunpad, R., & Na-Bangchang, K.,
2007), Bacillus altitudinis D70MK720001, Bacillus altitudinis D164MK720011,
Bacillus pumilus SAFR-032, Bacillus pumilus WAPB4DQ355508, Bacillus pumilus
cepa ATCC 7061NR_043242.

Bacillus sp. sed 1.4 teve similaridade de 75% com Bacillus altitudinis
KJ020347 e Bacillus pumilus NR043242 e 97% com Bacillus sp. sed 2.2 MH666075.
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Figura 4 — Arvore filogenética obtida a partir do gene rRNA 16S das sequéncias com
melhor similaridade sugeridas no BLAST e isolados identificados de outros
sedimentos estudados.

5.2 Curva de crescimento do Bacillus sp. sed 1.4 e produgdo da substancia
antimicrobiana

O Bacillus sp. sed 1.4 foi incubado aerobicamente por 48 horas em caldo
TSB a 30 °C, sob agitacdo orbital a 50 rpm. A atividade antimicrobiana foi avaliada
frente a bactéria indicadora Listeria monocytogenes ATCC 7644 e foi inicialmente
observada na fase de crescimento exponencial, a partir de 9 horas de cultivo. A
atividade maxima foi observada na fase estacionaria, entre 12 e 30 horas (Figura 5),
com 200 UA/mL e o pH manteve-se constante (7,0) durante todo o periodo de
incubacédo. A atividade antimicrobiana apresentou um declinio a partir de 33 horas
de incubacao para 100 UA/mL. A partir desse resultado o sobrenadante bruto com
24 horas de cultivo foi obtido para entdo proceder-se com as demais etapas de

purificacao.
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Figura 5 - Curva de crescimento do isolado Bacillus sp. sed 1.4. O crescimento (¢) e
atividade antibacteriana (m) foram monitorados durante o crescimento em TSB a 30
°C. Cada ponto representa a média de trés experimentos independentes. A cepa
indicadora foi Listeria monocytogenes ATCC 7644. As barras de erro representam o
desvio padréo (n=3).

5.3 Purificacdo parcial da substancia antimicrobiana produzida por Bacillus sp. sed
14

5.3.1 Precipitacdo fracionada com sulfato de amonio

A precipitacdo fracionada com sulfato de aménio foi realizada em trés
repeticdes a partir de 299 mL do sobrenadante bruto obtido em 24 horas de cultivo
do isolado. A partir da Figura 6, foi possivel observar que a maior concentracao da
atividade antimicrobiana esta na faixa de saturacdo de 40-60% com 3200 UA/mL e
observa-se menor atividade nas faixas de saturacdo de 0-20% e de 20-40%, além
do extrato bruto, quando testada frente a cepa indicadora Listeria monocytogenes
ATCC 7644.

A quantidade de sulfato de amonio adicionada para atingir a préxima faixa
de saturacdo foi adicionada ao sobrenadante da etapa anterior. Devido a esta
metodologia, as faixas de saturacao foram agrupadas (0 a 60%), atingindo assim, a
atividade antimicrobiana de 3200 UA/mL.

32



3500

3000

2000

1500

1000

500
o - |

Bruto 0-20% 20-40% 40-60% 60-80% 80-100% 0-60%
Intervalo de Saturacao de Sulfato de Amédnio (%)

N
(o))
o
o

Unidades Arbritarias/mL

Figura 6 — Atividade antimicrobiana do sobrenadante bruto de Bacillus sp. sed 1.4,
nas diferentes faixas de saturacdo de sulfato de aménio avaliado frente a cepa
Listeria monocytogenes ATCC 7644.

5.3.2 Cromatografia liquida de gel filtracdo (Sephadex G-200)

A figura 7 ilustra o perfil de eluicdo do pellet resultante da precipitacéo
com sulfato de amoénio na faixa de saturacdo 0-60%, ressuspendido com tampéao
fosfato de sodio 10 mM, pH 6,0, e aplicado na coluna de cromatografia liquida de gel
filtracdo, ultilizando a resina Sephadex G-200. Foram realizadas trés repeticbes. A
amostra foi eluida também com tampao fosfato de s6dio 10 mM, pH 6,0. As fracdes
gue apresentaram atividade antimicrobiana foram 8 e 9 com 100 UA/mL para cada
uma das fragbes. A absorbancia 280 nm variou entre 1,167 e 1,121 nm para as
fracbes 8 e 9, respectivamente. O segundo pico de absorbancia apresentado de
absorbancia é provavelmente referente a presenca de outras proteinas presentes no
meio de cultura e proteinas provenientes da estrutura e atividades metabdlicas do

isolado produtor.
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Figura 7 — Perfil de eluicdo do sobrenadante bruto produzido por Bacillus sp. sed 1.4
precipitado (0-60%) em coluna de gel filtracdo Sephadex G-200. A absorbancia (*) e
a atividade antimicrobiana (m) foram determinadas para cada fragédo coletada.

5.3.3 Membrana de ultrafiltracado

As fracbes com atividade antimicrobiana resultante da cromatografia
liqguida de gel filtragdo foram unidas e submetidas a ultrafiltracdo, utilizando
membranas de corte com peso molecular de 50 kDa. Foram obtidas duas fracoes,
retida e filtrada. A atividade antimicrobiana inicial era equivalente a 100 UA/mL.
Nesta etapa de purificacdo, a atividade foi observada na fragcéo retida, com halos de
inibicdo de 12 mm em média, e manteve a atividade antimicrobiana de 100 UA/mL,
enquanto que a fracéo filtrada ndo apresentou nenhuma atividade antimicrobiana
contra a cepa indicadora Listeria monocytogenes ATCC 7644. Este resultado indica

que a fracdo contém peptideos com peso molecular acima de 50 kDa.

5.4Determinacdo da concentracao de proteinas soluveis

As fracdes resultantes de cada etapa de purificagdo parcial, incluindo o
sobrenadante bruto, foram avaliadas através do método Lowry para determinacao
da concentracdo de proteina. De acordo com a tabela 2, observou-se que a
substancia antimicrobiana apresentou 22,37 UA/mg na atividade especifica do

sobrenadante bruto, enquanto que nas fracdes obtidas durante a cromatografia de
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gel filtracdo em coluna G-200 apresentou 769,23 UA/mg, com rendimento final foi de
2%.

Tabela 2 — Concentracdo de proteinas sollveis das fracfes resultantes das etapas
de purificagdo produzido por Bacillus sp. sed 1.4.

Fragcdo A Vol AT TProt A.E. F.P. Y
Bruto 200 299 59.800 8,94 22,37 1 100
PPT 3200 6 19200 6,87 465,79 17,2 32,1
Sephadex 100 12 1200 1,56 769,23 32,9 2,0

PPT- apés precipitacdo de 40-60%, A, Atividade (UA/mL); Vol, Volume (mL); AT,
Atividade total (UA); Tprot, Total de proteina (mg/mL); A. E., Atividade especifica
(UA/mg); F.P., Fator de purificacdo; Y, Rendimento (%)

5.5 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil proteico das fragbes do sobrenadante bruto, do precipitado na
faixa de 0-60% e da substancia antimicrobiana parcialmente purificada, resultante da
cromatografia liquida, foi avaliado através de eletroforese em gel de poliacrilamida
(Figura 8). A seta indica a banda principal das fracGes eluidas na G-200 com peso
molecular de aproximadamente 148 kDa. No gel destinado a atividade antimicrobina,
nao foi possivel visualizar &reas de inibicdo correspondentes a bandas de proteinas.
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Figura 8 — Eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata
apresentando as bandas de proteinas das etapas de purificacdo parcial da
substancia antimicrobiana produzida por Bacillus sp. sed 1.4. A: G-200, B:
precipitado na faixa de 0-60%, C: sobrenadante bruto, MW: marcador molecular.
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5.6 Caracterizacdo da substancia antimicrobiana parcialmente purificada produzida
por Bacillus sp. sed 1.4

5.6.1 Estabilidade térmica da substancia antimicrobiana

A estabilidade térmica da substancia antimicrobiana parcialmente
purificada, obtida pela cromatografia liquida de gel filtracdo (G-200) foi observada
em diferentes tempos e temperaturas, e os valores da atividade residual foram
determinados. Os ensaios foram realizados em duplicata, em trés repeticoes.

A atividade antimicrobiana foi mantida em 100% quando tratada a 100 °C
por até 5 minutos e perdida totalmente apds exposi¢cdo por 10 minutos, ha mesma
temperatura, e autoclavagem (121 °C /15 min). Quando refrigerada a 4 °C, manteve

a atividade antimicrobiana por 10 dias e congelada a -20 °C por 30 dias (Tabela 3).

Tabela 3 — Atividade residual da substancia antimicrobiana do sobrenadante bruto
parcialmente purificado produzido por Bacillus sp. sed 1.4 apés tratamento térmico

Tratamento Atividade residual (%)
100 °C/3 min 100
100 °C/5 min 100
100 °C/10 min 0
121 °C/15 min (autoclave) 0
4 °C/10 dias 100
4 °C/20 dias 0
4 °C/30 dias 0
-20 °C/10 dias 100
-20 °C/20 dias 100
-20 °C/30 dias 100

5.6.2 Estabilidade da substancia antimicrobiana frente a enzimas proteoliticas

O sobrenadante bruto parcialmente purificado resultante da cromatografia
liqguida em Sephadex G-200 e com atividade antimicrobiana inicial de 100 UA/mL, foi
testado frente as enzimas proteoliticas papaina e tripsina a fim de se avaliar a sua
suscetibilidade. As fracbes empregadas nesse teste foram inativadas quando
tratadas com as enzimas na concentragdo final de 2 mg/mL, sugerindo que a
substancia antimicrobiana produzida pelo Bacillus sp. sed 1.4 seja de natureza

proteica.
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5.6.3 Estabilidade da substancia antimicrobiana frente a solventes organicos e
detergentes

Solventes organicos e detergentes foram testados, duplicatas em trés
repeticdes, sobre o sobrenadante bruto parcialmente purificado. Os resultados estao
demonstrados na Tabela 4. A atividade antimicrobiana inicial era equivalente a 100
UA/mL e houve perda completa de atividade quando tratada por Tween 80. Quando
a estabilidade antimicrobiana foi testada com acetona, a substancia antimicrobiana
manteve somente 66% de sua atividade residual e acima de 80% quando testada
com metanol, etanol, cloroférmio, xileno, éter etilico, dimetil sulfoxido, butanol e

Tween 20.

Tabela 4 - Efeito de substancias quimicas na atividade antimicrobiana do
sobrenadante bruto parcialmente purificado produzido por Bacillus sp. sed 1.4.

Tratamento Concentragéo Atividade residual Desvio padrao

(%)
Acetona 50% (v/v) 66 4
Metanol 50% (v/v) 100 6
Etanol 50% (v/v) 87,5 2,25
Cloroférmio 50% (v/v) 87,5 0,5
Xileno 50% (v/v) 100 1
DMSO 50% (v/v) 91,66 1
Eter etilico 50% (V/v) 87,5 2,81
Butanol 50% (v/v) 100 6
Tween 20 10% (v/v) 141,66 1
Tween 80 10% (v/v) 0 0

Testes realizados incubando o sobrenadante bruto parcialmente purificado, tratado a
37 °C durante 1 h. Atividade residual foi estimada frente a Listeria monocytogenes
ATCC 7644.

5.7 Espectro de agéo da substancia antimicrobiana parcialmente purificada contra
isolados provenientes de amostras clinicas e de alimentos

A atividade antimicrobiana da substancia parcialmente purificada foi
testada contra diversos micro-organismos, entre bactérias gram-positivas e gram-
negativas e leveduras. Os ensaios foram realizados em duplicatas com trés

repeticbes. Os halos de inibicdo obtidos frente aos micro-organismos indicadores
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estdo demostrados na tabela 5. No entanto, ndo foi observada inibicao das bactérias

gram-negativas, leveduras e demais gram-positivas.

Tabela 5 — Espectro de acdo da substancia antimicrobiana parcialmente purificada
de acordo com o halo de inibicdo (mm).

. . - Halo de Desvio padrédo
Micro-organismo indicador inibicdo (mm)
Listeria monocytogenes ATCC 7644 12 0
Listeria monocytogenes 4B carcaga 11 0,57
Listeria innocua L 10 (Leite de bufala) 11 0,57
Listeria monocytogenes QF Oxford (Queijo fatiado) 10 0
Listeria welshimeri ou seeligeri BQ Oxford 11 0
(Superficie de bancada)
Listeria seeligeri BP Palcam — 2 (Superficie de 13 0
bancada)
Listeria welshimeri ou seeligeri PF Oxford 10 0,57
(Presunto fatiado)
Listeria welshimeri ou seeligeri MP Oxford (M&os) 11 0
Listeria seeligeri ou innocua BP Oxford (Superficie 12 0

de bancada)

6. DISCUSSAO

A bactéria produtora da substancia antimicrobiana utilizada neste estudo
foi isolada de amostras de sedimento provenientes da Unidade de Conservacéo
Imperatriz Leopoldina em S&o Leopoldo e caracterizada por MALDI-TOF/MS e pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA, porém nenhuma das metodologias foram
satisfatorias para identificacdo da bactéria em nivel de espécie.

Bactérias do género Bacillus sdo gram-positivas, em forma de bastonete,
formadoras de esporos em condi¢cdes adversas e podem ser isoladas de ambientes
naturais. Até o ano de 2015 o género Bacillus compreendia mais de 377 espécies
(LPSN, 2018).

A sequéncia 16S rRNA resultante foi alinhada com outras sequencias de
espécies de Bacillus disponiveis no BLAST e a analise mostrou similaridade de
100% com diferentes estirpes de Bacillus altitudinis e Bacillus pumilus. Embora B.
pumilus prospere a temperaturas elevadas de até 121 °C por 15 minutos em
autoclave e a pulmicina, produzida por esta espécie, ter mostrado atividade

antibacteriana contra bactérias clinicamente relevantes, como S. aureus,
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Enterococcus faecium, VRE e MRSA (AUNPAD & NA-BANGCHANG, 2007), essas
caracteristicas nao mostraram-se presentes na linhagem sed 1.4.

A arvore filogenética revelou que Bacillus sp. sed 1.4 esta relacionado
com Bacillus altitudinis KJ020347 e Bacillus pumilus NR043242 por uma similaridade
de 75% e 97% com Bacillus sp. sed 2.2 MH666075. Elbanna e colaboradores (2014)
relatam que B. altitudinis e B. pumilus apresentaram 99% de similaridade entre si
apos terem suas sequéncias do gene 16S rRNA analisadas, portanto, técnicas como
PCR diferencial sdo propostas pelos autores para a diferenciacao destas espécies.

Embora o gene 16S seja bastante utilizado para a identificagcdo de
bactérias, esse gene ndo permitiu a discriminacdo em nivel de espécie, sendo
necessario o uso de outros marcadores moleculares, como alternativa as
sequéncias do gene 16S rRNA. Os genes codificadores de proteinas como rpoB,
gyrB, nifD, recA e atpD, apresentam uma melhor alternativa para identificacdo para
as espécies de Bacillus (Kl et al., 2009; BHANDARI et al., 2013; QUINTERO et al.,
2018). Devido a natureza conservada do gene 16S rRNA, a identificacdo em nivel de
espécie se torna dificil, pois muitas bactérias do género Bacillus possuem membros
intimamente relacionados, como exemplo temos as bactérias Bacillus subtilis e
Bacillus pumilus que possuem sequéncias do gene 16S muito semelhantes
(ELBANNA et al., 2014; STAROSTIN et al., 2015). Nestes casos, 0 sequenciamento
de DNA de certos genes, como 0 gene rpoB, pode fornecer subtipagem de
sequenciamento de DNA mais sensivel do que o sequenciamento 16S rRNA para
espécies bacterianas.

A analise de similaridade dos espectros das amostras, realizada através
do dendrograma com dados do MALDI-TOF/MS, demostrou que a analise de
correlacdo teve distancia de 400. A comparacdo entre Bacillus sp. sed 1.4 e
espécies de Bacillus presentes no banco de dados do MALDI TOF, demostrou que
Bacillus sp. sed 1.4 esta mais préximo de Bacillus altitudinis, com um nivel de
distancia proximo de 100, e um pouco mais distante de Bacillus pumilus, com a
distancia um pouco maior do que 100, porém ambas espécies compartiiham um
ancestral em comum.

A identificacdo por MALDI-TOF/MS, de acordo com oS escores
apresentados, garante a identificacdo segura somente em nivel de género. Métodos

classicos de identificacdo de micro-organismos, como testes bioquimicos e
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sequenciamento de DNA, sdo demorados e trabalhosos, segundo Starostin e
colaboradores (2015). Os autores abordam que a espectrometria de massa, MALDI-
TOF, é simples e rapida, mesmo que esta metodologia requeira um banco de dados
de referéncia projetado para modelos especificos e seja bastante onerosa. Os
autores descrevem uma abordagem para identificagdo de micro-organismos por
espectros de massa para auxilar na identificagdo de isolados bacterianos de
ambientes extremos, incluindo as espécies do género Bacillus intimamente
relacionadas, como o grupo Bacillus cereus. Shu e Yang (2017) avaliaram a
influéncia das condi¢cdes de cultivo, incluindo tempo de incubacédo, temperatura e
meio de cultura e identificaram fatores que afetam a classificagcdo precisa quando
o Bacillus é isolado de diferentes origens ambientais e que estas variacfes tém
efeitos consideraveis na classificacdo de Bacillus, exceto a variacdo do meio de
cultura. Os grupos B. subtilis e B. cereus foram os dois alvos deste estudo. Os
autores descrevem que o grupo B. pumilus engloba B. altitudinis, B. aerophilus, B.
safensis, B. pumilus e B. stratosphericus que sao diferenciados pela sequéncia
gyrB (subunidade da DNA-girase), além de caracteristicas fenotipicas bacterianas
e quimiotaxonémicas.

Bacillus sp. sed 1.4 foi avaliado quanto ao seu potencial de producao de
compostos antimicrobianos. A atividade antimicrobiana deste composto foi
observada ja na fase de crescimento exponencial, com 9 horas de cultivo e a
atividade maxima na fase estacionaria, entre 12 e 30 horas de cultivo com 200
UA/mL, resultados semelhantes foram encontrados por Chalasani e colaboradores
(2015) que detectaram o inicio da producdo da substancia antimicrobiana também
com 9 horas de cultivo pelo micro-organismo Bacillus sp., atingindo um maximo de
producdo com 40h. Boottanun e coolaboradores (2017) investigaram a produc¢éo de
metabdlitos com atividade antimicrobiana secretados por Bacillus amyloliquefaciens
N2-4 e N3-8 e verificaram que esses metabdlitos eram produzidos no inicio da
incubacédo até a fase estaciondria entre 12 e 72 horas. No presente trabalho, houve
um declinio da atividade antimicrobiana com 33 horas de cultivo. A atividade de
alguns metabdlitos secundarios e algumas bacteriocinas diminui quando a bactéria
produtora entra na fase estacionaria, devido a adsorcédo de moléculas pela superficie
das células produtoras e degradacdo proteolitica (KLEEREBEZEM & QUADRI,
2001; GUO et al., 2012).
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A substancia antimicrobiana produzida pelo Bacillus sp. sed 1.4 foi
parcialmente purificada por precipitagdo com sulfato de amdnio, cromatografia de gel
filtracdo e membrana de ultrafiltracdo. A precipitacdo a 0-60% com sulfato de amonio
a partir do sobrenadante de cultura do Bacillus sp. sed 1.4 exibiu atividade especifica
mais elevada, com fator de purificagdo de 32,9 vezes. Da mesma forma, em
tentativas preliminares de precipitacdo, muitos pesquisadores usaram sulfato de
amoénio para a precipitacdo nas etapas de purificacdo de substancias
antimicrobianas. Boottanun e colaboradores (2017) observaram que a maior
atividade antimicrobiana contra as cepas de B. pseudomallei foi encontrada quando
a precipitacdo também se deu na faixa de 60% de saturagdo. Sharma e
colaboradores (2018), entre as diferentes concentracdes de sulfato de amoénio
testadas para precipitar o sobrenadante do isolado Bacillus sp. PC-3, a concentragao
inferida foi 60%.

A cromatografia liquida de gel filtracdo, utilizando a resina Sephadex G-
200 do tipo Dextrana, tem faixa de resolucéo de 5 a 600 kDa, enquanto que a resina
Sephadex G-100 tem faixa de 4 a 150 kDa. A faixa de resolucao indica os tamanhos
de particulas que podem entrar nos poros da resina e serem fracionados. Na
membrana de ultrafiltracdo, o peptideo apresentou uma massa molecular maior que
50 kDa, peso molecular que esta inserido na faixa de exclusdo de ambas as resinas
Sephadex, porém, a atividade antimicrobiana foi eluida em diferentes fracdes da G-
100, entdo optou-se pela resina G-200. A atividade antimicrobiana foi eluida no
volume morto de uma coluna de exclusdo Sephadex G-200, sugerindo um peso
molecular maior, entretanto a deteccdo da atividade antimicrobiana em gel de
poliacrilamida nao revelou uma banda especifica correspondendo ao peptideo ativo.
Essa caracteristica indica que a substancia possa ser secretada em forma de
agregados, como descrito por Cladera-Olivera e colaboradores (2004), onde Bacillus
licheniformis P40 produziu uma substancia antimicrobiana de aproximadamente 150
kDa quando a amostra foi eluida em Sephadex G-100. Os autores sugerem que a
associacdo de moléculas de bacteriocina em grandes agregados € possivelmente
por causa da natureza altamente hidrofobica dos peptideos. Uma coluna de
interacdo hidrofébica seria mais apropriada, pois essa coluna explora a

hidrofobicidade das proteinas em um meio aquoso como principio de separacao.
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Os resultados obtidos nos processos de purificagdo chamam atencéo
pelos valores de fator de purificagcdo e rendimento. Ao final do processo de
purificacdo parcial, a fracdo foi purificada 32,9 vezes com rendimento de 2% e
atividade especifica de 769,23 UA/mg.

Bacillus licheniformis P40 produziu uma sunstancia antimicrobiana que
quando purificada e caracterizada por Teixeira e colaboradores (2009), resultou em
uma purificacdo de 100 vezes e um rendimento de 0,3%. O sobrenandante de
Aspergillus terreus de origem marinha foi purificado por precipitagcdo com sulfato de
amonio a 65%, seguida de filtracdo em gel em Sephadex G-100 e cromatografia
de troca ionica DEAE-Sephadex A-50, foi purificado 5,16 vezes com rendimento de
12% (Farag et al., 2016).

Os métodos utilizados neste estudo resultaram em um rendimento baixo.
A purificagdo total da substancia bioativa poderia facilitar a identificagdo e
determinacdo da massa molecular do peptideo estudado. Ebrahimipour e co-autores
(2014) e Dimkic e colaboradores (2017) analisaram a substancia antimicrobiana de
seus respectivos estudos por cromatografia em camada delgada (CCD). Esta
metodologia pode auxiliar na identificacdo do composto antimicrobiano produzido
por Bacillus sp. sed 1.4. Dimkic e colaboradores (2017) também utilizaram MALDI-
TOF/MS, como técnica rapida e eficaz para a identificacdo de compostos em
extratos bacterianos. DEAE Sepharose (troca anidnica) e de FENIL Sepharose
(interacdo hidrofébica) foram as técnicas utilizada para purificacdo da substancia em
estudo de Koblitz e Pastore (2004).

Neste trabalho, os efeitos de enzimas proteoliticas, estabilidade térmica,
solventes organicos e detergentes na substancia antimicrobiana produzida por
Bacillus sp. sed 1.4 foram investigados. A substancia antimicrobiana foi inativada
quando tratada com as enzimas proteoliticas papaina e tripsina na concentracao de
2 mg/mL, isso indica que a substancia tem natureza de origem proteica e segundo
Aunpad e Na-Bangchang (2007) este seria um critério chave para a caracterizacéo
de bacteriocinas.

A tripsina é especifica para clivar ligacdes peptidicas contendo residuos
com cadeia lateral que possui carga elétrica positiva, em condi¢des fisiologicas, tais
como a arginina e lisina (LOSSO, 2018). A papaina por sua vez hidroliza ligagfes

peptidicas, amidas e ésteres, especialmente em ligacées envolvendo aminoécidos
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bésicos, como leucina e glicina. Outros autores também demostraram resultados
semelhantes, Motta e colaboradores (2007) encontraram sensibilidade a enzimas
lipase, tripsina e pronase E, também na concentracdo final de 2 mg/mL. Lisboa e
colaboradores (2006) também verificaram sensibilidade da substancia estudada com
as enzimas proteoliticas papaina e tripsina.

Quanto a estabilidade térmica o composto se mostrou estavel a
temperatura de 100 °C por 5 minutos e quando refrigerado foi estavel por até 10
dias. Vérias espécies de Bacillus produzem proteases neutras e alcalinas, o que
pode justificar a perda de atividade no decorrer do periodo de incubacao
(ANANDHARAJ et al., 2016). Quando congelada, a substancia manteve-se estavel
por 30 dias. As caracteristicas de termoestabilidade da substancia antimicrobiana
parcialmente purificada permitem sugerir sua aplicagcdo em produtos pasteurizados e
congelados, caracteristica encontrata também na bacteriocina P34 (MOTTA et al.,
2007).

Na avaliacdo dos efeitos das diferentes substancias quimicas e
detergentes aplicados sobre o sobrenadante parcialmente purificado, a substancia
perdeu sua atividade quando tratada por Tween 80 e permaneceu com atividade
residual de 66% quando tratada com acetona. Motta e colaboradores (2007), ao
tratar com acetona a substancia produzida por uma cepa de Bacillus, obtiveram 80%
de atividade residual e para as substancias quimicas metanol, cloroféormio, dimetil
sulféxido, etanol, e xilol a atividade foi superior a 80%, resultados semelhantes aos
encontrados no estudo comparado, com excecao do butanol, enquanto Motta teve
40% de atividade residual, no presente trabalho foram verificados 100% de sua
atividade antimicrobiana. Os experimentos envolvendo solventes organicos
revelaram que a substancia antimicrobiana pode ser solavel em etanol e metanol,
sugerindo uma natureza hidrofobica. A acetona é um solvente apolar, justificando
assim a diminuicdo da atividade residual em 66%.

A substancia antimicrobiana purificada parcialmente e caracterizada neste
estudo foi testada contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e leveduras,
incluindo cepas ATCC, isolados clinicos e isolados de importancia alimentar. A
substancia estudada inibiu o crescimento de diferentes espécies de Listeria, no
entanto, a substancia ndo foi capaz de inibir bactérias gram-negativas, leveduras e

os demais gram-positivos testados, demonstrando um espectro de agao mais
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restrito. Liu e colaboradores (2015) citam que substancias antimicrobianas
produzidas por bactérias gram-positivas tém potencial menor de inibirem o
crescimento de bactérias gram-negativas. Isto se deve ao fato de que bactérias
gram-negativas possuem uma membrana externa, que funciona como uma barreira
permeavel para célula, o que dificulta que as bacteriocinas alcancem a membrana
citoplasmatica (Garcia-Gutierrez et al., 2019).

O espectro de acdo apresentado pela substancia antimicrobiana
parcialmente purificada, se aproxima ao espectro de acdo apresentado por
bacteriocionas de Classe lla produzidas por espécies de Bacillus. Segundo Bédard e
Biron (2018), as bacteriocinas pertencentes a esse grupo também sdo chamadas de
bacteriocinas do tipo pediocina, conhecidas também por sua forte atividade frente a
espécies de Listeria e por serem estaveis ao calor. As bacteriocinas desta classe
apresentam de 35 a 50 residuos de aminoécidos. Khochamitet et al. (2015) também
encontraram atividade antimicrobiana contra cepas de Listeria monocytogenes.
Embora a doenca de origem alimentar associada a Listeria monocytogenes nao seja
tdo comum quanto a de outros patdgenos de origem alimentar como Salmonella,
Campylobacter ou Escherichia coli, a taxa de mortalidade pode ser considerada a
mais alta. Aproximadamente 30% dos casos de listeriose invasiva levam a morte,
portanto L. monocytogenes pode ser considerado um patégeno de importancia
alimentar e para a saude publica (VEGOVA et al., 2016; GRAY et al., 2018).
Frequentemente introduzida no ambiente de processamento por meio de alimentos
crus, espécies de Listeria podem se aderir a uma variedade de superficies com
algumas cepas persistindo por varios anos e agindo como fonte de contaminacéo
cruzada continua (COLAGIORGI et al., 2017; GRAY et al, 2018). L.
monocytogenes € um organismo dificil de erradicar e sua presenca ainda ocorre
mesmo com o0s melhores planos de manejo, como limpeza, desinfeccdo e
sanitizacdo do contato com alimentos e superficies de contato ndo alimentar, além
da manutencao de equipamentos (DREW & CLYDESDALE, 2015).

A descoberta de substancia antimicrobianas, como peptideos e
bacteriocinas, pode ser considerada em relacdo a aplicacdo em terapias médicas e
na industria de alimentos, porém mais estudos sdo necessarios para o melhor

entendimento do tema, afim de contribuir com a atual preocupacdo em relacdo a
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patbgenos resistentes a antimicrobianos e micro-organismos patogénicos e

deteriorantes de alimentos.

7. CONCLUSAO

A bactéria produtora da substancia antimicrobiana estuda foi proveniente
de um estudo anterior, onde foram realizadas coletas de sedimento de areas umidas
na Unidade de Conservacdo (UC) do Parque Natural Municipal Imperatriz
Leopoldina, localizada no municipio de Sao Leopoldo/RS. O isolado foi submetido a
identificacdo através de espectrometria de massas e via sequenciamento do gene
16S rRNA. Os métodos para a identificacdo do isolado ndo foram efetivos para a
caracterizacdo da espécie, o isolado foi entdo indentificado como Bacillus sp. sed
1.4. Outros métodos moleculares sao necessarios para melhor identificacdo, como a
utilizacdo de outros genes mais especificos para identificacao de espécies de
Bacillus.

A purificacdo parcial da substancia foi realizada por precipitacdo com
sulfato de amonio, cromatografia liquida de gel filtracdo e ultrafiltragdo. A
caracterizagdo foi avaliada frente a estabilidade térmica, sensibilidade frente a
enzimas proteoliticas, solventes organicos e detergentes. A atividade antimicrobiana
foi inativada quando tratada com tripsina e papaina e teve sua atividade mantida
guando tratada a 100 °C por 5 minutos, a 4 °C por 10 dias e a -20 °C por 30 dias,
caracteristicas que sugerem que a substancia produzida por Bacillus sp. sed 1.4
seja termoestavel e de natureza protéica.

A atividade especifica da substancia parcialmente purificada foi de 769,23
UA/mg, o fator de purificacdo de 32,9 vezes e purificacdo de 2%. Métodos de
purificacdo total, visando também métodos simples e baratos, além da determinacéo
exata da massa molecular e o0 sequenciamento de peptideos, podem melhor
caracterizar a substéancia antimicrobiana produzida por Bacillus sp. sed 1.4.

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que Bacillus sp. sed 1.4
produz uma substancia antibacteriana como um metabdlito secundario, com efeito
sobre espécies de Listeria isoladas de alimentos, porém néo teve potencial para
inibir outros isolados clinicos e de origem alimentar gram-negativos e gram-positivos,

além de leveduras.
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