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RESUMO

Uma bacteriocina produzida por um microrganismo isolado do intestino do
peixe Jaraqui, da bacia Amazédnica, foi caracterizada. A bactéria foi identificada
como pertencente ao género Bacillus por testes citomorfolégicos, bioquimicos e
fisiolégicos. A andlise filogenética feita através da seqiéncia do rDNA 16S revelou
que a bactéria é geneticamente préxima de bactérias como B. subtilis e B.
amyloliquefaciens. A bacteriocina foi produzida no inicio da fase exponencial de
crescimento e a sua concentragdo atingiu o nivel maximo no inicio da fase
estaciondria, caracterizando-se como metabdlito priméario. O sobrenadante inibiu
Staphylococcus aureus, Salmonella Gallinarium, Listeria monocytogenes, Erwinia
caratorvora entre outras espécies patogénicas. A atividade manteve-se constante
em temperaturas de 10 a 100 °C, por 30 minutos, iniciando um declinio a 100 °C
por 40 minutos. No teste do efeito de enzimas proteoliticas, a pronase E causou a
perda do efeito antimicrobiano, indicando que se trata de uma substéncia de
natureza protéica. A purificacdo foi realizada inicialmente por precipitagdo com
sulfato de aménio, seguida de uma cromatografia de gel filtracdo (Sephadex G-
100). A etapa final foi a cromatografia de troca ibnica (DEAE Sepharose). No final
deste processo, obteve-se um fator de purificagdo de 42,6 com uma recuperagao
de 6,75%. A bacteriocina purificada manteve sua estabilidade térmica, mas perdeu
a estabilidade frente a enzimas proteoliticas. O espectro de infravermelho indicou
grupamentos NH e ligacbes peptidicas e o0 espectro de massas indicou um
peptideo de 1518,554 Da. A bacteriocina parcialmente purificada tem um ECso de
400UA/mL e provocou uma diminuicdo de 6 logs de células de Listeria
monocytogenes com 800UA/mL, provavelmente provocando lise celular.

1/Dissertacao de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (111p.). Marc¢o, 2006.
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ABSTRACT

A bacteriocin produced by a microrganism isolated from the intestine of the
fish Jaraqui of the Amazonian basin was characterized. The bacterium was
identified as a species of the Bacillus genus by cytomorphological, biochemical and
physiological tests. The phylogenetical analysis done by 16S rDNA sequence
revealed that the bacterium is genetically close to B. subtilis and B.
amyloliquefaciens. The bacteriocin is produced at exponential growth phase and its
concentration achieves the maximum level at stationary growth phase, suggesting
that this compound is a primary metabolite. The culture supernatant was active
against Staphylococcus aureus, Salmonella Gallinarium, Listeria monocytogenes,
Erwinia caratorvora among other pathogenic species. The activity was constant in
temperatures from 10 to 100 °C for 30 minutes, begining to decline at 100 °C for 40
minutos. When treated with proteolitic enzymes, pronase E caused the lost of the
antimicrobian efect, proving that is a substance of proteinaceous nature. The
purification was developed by ammoniun sulfate precipitation, followed by gel
filtration chromatography (Sephadex G-100). The last step was an ion exchange
chromatography (DEAE Sepharose). By the end of this process, we have a
purification factor of 42,6 and a yield of 6,75%. The purified bacteriocin keeps its
thermal stability, but looses the stability towards proteolytic enzymes. The infrared
spectrum indicates NH groups and peptidic bounds and the mass spectrum
indicates a peptide of 1518,554 Da. The bacteriocin partially purified has a ECs, of
400UA/mL and kills all viable cells of Listeria monocytogenes with 800UA/mL,
probably by cell lysis.

1/Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (111p.). March,
2006.
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1 INTRODUCAO

Apesar da introducdo de modernas tecnologias e conceitos de
seguranca, como o APPCC (Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle),
o numero de doengas de origem alimentar ainda aumenta. Por outro lado, €
crescente 0 numero de consumidores que prefere alimentos minimamente
processados e sem conservantes quimicos.

O processamento de alimentos moderno é dependente de
tecnologias de conservagdo para assegurar que o alimento seja mantido em
um nivel aceitavel de qualidade, da producéo até o consumo.

O aumento de microrganismos resistentes aos processos fisicos e
quimicos tradicionais de conservacao de alimentos apresenta um novo perigo a
seguranca dos alimentos.

Somado aos fen6menos de resisténcia bacteriana, o aumento da
procura por alimentos sem aditivos quimicos leva a industria alimenticia a
pesquisar novos agentes antimicrobianos que possam ser utilizados na
conservacao de alimentos.

Os microrganismos produzem uma enorme gama de sistemas de
defesa, incluindo antibiéticos de amplo espectro, produtos do metabolismo

como 4&cido latico, lisozima, exotoxinas entre outros. Algumas destas



substancias podem ser empregadas de diferentes formas no alimento para
inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis.

A biodiversidade microbiana da Amazénia bem como o seu potencial
biotecnolégico nao tem sido plenamente estudado. Poucos trabalhos mostram
produtos do metabolismo microbiano com potencial uso em indlstrias e
mostram menos ainda antimicrobianos produzidos por isolados bacterianos
desta regido.

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi verificar o
potencial antimicrobiano, caracterizar e purificar uma substancia antimicrobiana

produzida por uma bactéria isolada de intestino de peixe da bacia Amazénica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O solo sempre foi uma das principais fontes de substancias
antimicrobianas, ainda que o numero de novas substancias detectadas por
técnicas de cultivo tenha diminuido nos ultimos anos (Steele & Streit, 2005).

A fauna e a flora da regido amazbnica contém uma grande
diversidade biologica, com 40% dos peixes de agua fresca (Borneman &
Triplett, 1997). Apesar de relativamente poucos trabalhos desenvolvidos para
investigar a complexidade genética desta regiao, sabe-se que a biodiversidade
também € enorme na vida microbiana da Amazénia (Benner et al., 1995).

A caracterizacdo de alguns microrganismos que produzem
substancias com interesse biotecnoldgico tem sido descrita. Chies et al. (2002)
identificaram uma endonuclease de restricdo, produzida por Bacillus anthracis,
com aplicacdo em microbiologia molecular. Soares et al. (2003) estudaram a
producdo de uma transglutaminase por Bacillus circulans isolado da bacia
Amazénica. Mais recentemente, Cladera-Olivera et al. (2004) descreveram
uma bacteriocina produzida por Bacillus licheniformis isolado de intestino de

peixe da bacia Amazoénica.

2.1 Antimicrobianos



Segundo a definicdo original, antimicrobianos sao substancias
quimicas produzidas por diversas espécies de microrganismos capazes, em
pequenas concentracdes, de inibir o crescimento de outros microrganismos.
Entretanto, o advento de métodos sintéticos resultou em uma modificacdo
nesta definicdo. O termo antimicrobiano se refere agora as substancias
produzidas por microrganismos ou por sintese quimica total ou parcial que, em
baixas concentracdes, inibe o crescimento de outros microrganismos (Jolik,
2003).

Os antimicrobianos estdao amplamente distribuidos na natureza,
onde desempenham importante papel na regulacdo da populacdo microbiana
do solo, aguas cloacais e adubos. Estas substancias diferem tanto
quimicamente como em seu mecanismo de acdo e ha pouca ou nenhuma
relacdo entre elas, exceto por sua capacidade em afetar adversamente
processos vitais de certos microrganismos (Jolik, 2003).

Estes agentes quimioterapicos interferem em diversos sitios
vulneraveis na célula, como a sintese da parede celular, as fungdes da
membrana citoplasmatica, a sintese protéica, o metabolismo de acidos

nucléicos e o metabolismo intermediario (Hardman et al., 2003).

2.2 Resisténcia a antimicrobianos

Os microrganismos devem sua existéncia a habilidade de seus
ancestrais de se adaptar e de mudar. Uma conseqliéncia desse processo é o
desenvolvimento de resisténcia a antibiéticos clinicos, agentes conservantes de

alimentos e processos desinfetantes.



Resisténcia é a falha da inibicdo ou eliminacdo do microrganismo
por um tratamento antimicrobiano. Esta pode ser intrinseca (presente antes da
exposicao a droga) ou adquirida (desenvolvida subseqlientemente a exposicao
a droga). A resisténcia da bactéria aos efeitos téxicos do agente antimicrobiano
se desenvolve tanto em laboratério quanto na clinica e tem se tornado um
problema de saude publica cada vez mais sério (Williams, 2002).

O desenvolvimento da resisténcia a um antimicrobiano envolve
uma mutacao genética estavel e transmissivel de geracdo a geracdo. Este
evento pode ocorrer através de qualguer mecanismo que resulte em alteracao
da composicao genética bacteriana: mutagao, transducgao, transformacao ou
conjugacao. Os trés primeiros mecanismos participam do desenvolvimento da
resisténcia as substancias em microrganismos gram-positivos, enquanto que
todos os quatro podem ser responsaveis pela aquisicdo de resisténcia de
microrganismos gram-negativos. Independente do mecanismo genético
envolvido no desenvolvimento de resisténcia, as alteracbes basicas sao
relacionadas com enzimas que metabolizam os antimicrobianos, alteracdo da
permeabilidade da célula bacteriana a substancia, aumento da quantidade de
um antagonista endégeno a acao da substancia ou alteracdo da quantidade de
receptores da substancia ou das caracteristicas de ligacdo do composto com
seu alvo critico (Hardman, 2003).

O impacto da crescente resisténcia de microrganismos a
medicamentos e a substancias antimicrobianas especificas tem movimentado
varios grupos de pesquisa, assim como a industria farmacéutica, para o

desenvolvimento de novas substancias antimicrobianas que sejam capazes de



lidar efetivamente com as estratégias de adaptacdo que os microrganismos

elaboram.

2.3 Peptideos antimicrobianos

Uma estratégia de protecdo constantemente encontrada na natureza
contra microrganismos patogénicos e utilizada pela grande maioria dos
organismos vivos, como, por exemplo, plantas, animais vertebrados (peixes,
anfibios, répteis, aves e mamiferos), animais invertebrados (insetos e
crustaceos) e microrganismos é a producdo de peptideos com atividade
antimicrobiana.

Apesar de possuirem caracteristicas estruturais diversificadas, em
sua maioria sao peptideos catidnicos, de natureza anfifilica, podendo ser
lineares ou ciclicos, e com tamanho que varia de 30 a 100 residuos e uma
grande variedade de aminoacidos em sua composicao (Hwang & Vogel, 1998).

Os peptideos antimicrobianos descobertos até o momento foram
divididos em varios grupos baseados em seu peso molecular, estrutura
secundaria e terciaria e presenca ou auséncia de pontes de dissulfeto. Esses
peptideos exibem acdes bactericida, fungicida, virucida e tumoricida (Reddy et
al., 2004)

Os peptideos antimicrobianos sado divididos em duas classes
(Hancock & Chapple, 1999):

a) Peptideos sintetizados nao-ribossomalmente: sdo drasticamente

modificados e amplamente produzidos por bactérias. Sdo exemplos o0s

glicopeptideos como a vancomicina.



b) Peptideos sintetizados ribossomalmente: sao produzidos por
todas as espécies de vida, incluindo as bactérias, como o componente principal
do sistema de defesa do hospedeiro. Neste grupo estao as bacteriocinas.

24 Bacteriocinas

241 Historico

De acordo com Jack et al. (1995), ja no final do século XIX, Pasteur
e Joubert relataram a ocorréncia de interagdes antagonisticas entre bactérias,
ao observar que um isolamento bacteriano (possivelmente E. coli) era capaz de
interferir com o crescimento de Bacillus anthracis. Da mesma forma, Babes,
citado pelos mesmos autores observou, em 1885, a inibicdo de
Corynebacterium diphteriae por um isolado de Staphylococcus sp., isolado
esse que passou a ser utilizado no tratamento de difteria na época, sob forma
de nebulizadores para aplicacdo nasal (Florey, 1946). Contudo, foi o trabalho
de Gratia (1925) o primeiro claramente elucidativo sobre bacteriocinas, ao
encontrar que um isolado de E. coli produzia, em meio liquido de cultura, uma
substancia termoestavel e dialisavel, capaz de inibir, em baixas concentracoes,
o crescimento de outra linhagem da mesma espécie. E possivel que esse

tenha sido o passo inicial para o estudo das bacteriocinas (Jack et al., 1995).

2.4.2 Definicao

O termo bacteriocina era originalmente definido em termos de
moléculas do tipo colicinas como sendo pequenos peptideos com relativamente
extensa atividade antibacteriana. Atualmente, o termo se refere a produtos

bacterianos sintetizados ribossomalmente, modificados ou nao, liberados no



meio extracelular, que possuem espectro de acido bactericida relativamente
restrito (incluindo pelo menos algumas linhagens relacionadas com a espécie
produtora) e que a espécie produtora tenha algum mecanismo de imunidade.

(Jack et al., 1995)

243 Classificacao

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

a) Classe |: pequenos peptideos (<5kDa), compostos geralmente por
um ou dois aminoacidos. Sao termoestaveis e contém aminoacidos incomuns
como lantionina e B-metillantionina. Sdo chamados de lantiobiéticos. Exemplos:
nisina, lactacina 481, carnocina Ul49 e lactocina S.

b) Classe IlI: pequenos peptideos (<10 kDa) hidrofébicos,
termoestaveis, ativos em membrana e que nado contém lantionina. As
bacteriocinas dessa classe formam hélices anfifilicas com hidrofobicidade
variavel, estrutura de B-folha e estabilidade térmica moderada (100 °C) a alta
(121 °C). Dentro dessa classe podem ser definidas trés subclasses. Na
subclasse lla estao peptideos ativos contra Listeria spp., com uma sequéncia
N-terminal comum, composta por -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys. Exemplos:
pediocina PA-1, sakacinas A e P, leucocina A, bavaricina MN e curvacina A. Na
subclasse llb estdo os peptideos formadores de poros na membrana celular,
constituidos de duas subunidades importantes para a atividade. Exemplos:

lactococina G, lactococina M e lactacina F. Na subclasse llc estdo os peptideos



ativados por tiol, que requerem residuos de cisteina reduzida para tornarem-se
ativos. Exemplo: lactacina B.

c) Classe lll: grandes proteinas termolabeis (>30 kDa). Exemplos:
helveticina J, helveticina V-1829, acidofilina e lactacinas A e B.

d) Classe IV: bacteriocinas complexas, compostas por uma fracao
protéica e fracbes lipidicas ou glicidicas necessarias para a atividade.
Exemplos. plantaricina S, leuconocina S, lactocina 27 e pediocina SJ1.

Existem outras propostas de classificacdo de bacteriocinas de
bactérias laticas e a pesquisa na area de bacteriocinas é muito dinamica,
devendo ser necessario algum tempo até que um sistema de classificacao
definitivo seja obtido (De Martinis & Freitas, 2003).

Existem também as substancias chamadas de substancias
semelhantes a bacteriocinas (bacteriocin-like) que englobam os compostos
antimicrobianos de natureza protéica que ainda nao estdo completamente
definidas ou ndao cumprem com todas as caracteristicas das bacteriocinas.
Estas substancias geralmente possuem um espectro de acao maior, atuando
contra uma variedade de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e até

alguns fungos (De Vuyst & Vandamme, 1994).

244 Mecanismo de acao

Os fatores determinantes dos mecanismos microbicidas das
bacteriocinas estdo relacionados as caracteristicas das membranas celulares
das células microbianas e a natureza fisico-quimica do peptideo. A atividade e

a seletividade dos peptideos catibnicos sdo determinadas pelo modo de
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interacdo com as membranas celulares dos microrganismos (Liang & Kim,
1999).

A maioria possui carga cationica e hidrofobicidade relativamente alta
em pH fisiolégico, o que facilita a ligagdo e insercdo na membrana das células
microbianas. Em bactérias Gram-positivas, a interagcdo ocorrera com a Unica
membrana citoplasmatica que envolve a célula bacteriana, enquanto que em
bactérias Gram-negativas a interacdo com a membrana externa e com a
membrana citoplasmatica se faz necessaria para efetivacdo da atividade

bactericida (Cleveland et al., 2001).

2441 Classel

Como um esquema geral, pode-se afirmar que os lantiobioticos
agem na membrana citoplasmatica das bactérias sensiveis. Alguns, como
mersadicina, actagardina e o grupo da cinamicina ligam-se a um lipidio
especifico ou ao alvo ligado a um lipidio, inibindo as reacdes enzimaticas
subsequientes. Em concentracdes micromolares, os lantiobi6ticos catibnicos
anfifilicos rompem a membrana sem especificidade. Apds este passo, essas
substancias devem ligar-se adicionalmente a alvos especificos e, entao, formar
poros; esse processo é de alta afinidade e mediado por este alvo especifico.
Para o grupo da nisina e da epidermina, o alvo foi identificado como sendo o
lipidio 1l. Este alvo é o mesmo das bacteriocinas nao-formadoras de poro
mersadicina e actagardina. Quando um alvo é utilizado para a formacao do
poro, fica imediatamente bloqueado para sua fungcédo natural (McAuliffe et al.,

2001).
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Os mecanismos de acao utilizados por estas bacteriocinas sao trés,
ilustrados na Figura 1. Os dois primeiros explicam a formacao de poros:

1) o0 modelo de cunha (‘'wedge model’) propde que em contato
com a membrana, o peptideo adota uma conformacao anfifilica com os
residuos carregados alinhados para uma face das moléculas e os residuos
hidrofébicos alinhados para a outra. Os peptideos catidnicos interagem com as
cabecas dos grupos fosfolipidicos por forcas ibnicas causando um disturbio na
bicamada, enquanto os residuos hidrofébicos se inserem na membrana.

2)  No segundo modelo, o lipidio Il serve como molécula que
“ancora” a ligagao especifica com a membrana da bactéria.

3) O alvo molecular da mersacidina e da actagardina no lipidio |l
¢é diferente do alvo da nisina. A nisina liga-se ao lipidio Il pelo dipeptideo D-Ala
D-Ala C-terminal da cadeia lateral do pentapeptideo; em contraste, a
mersacidina e a actagardina intergem com o dissacarideo-pirofosfato do lipidio
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FIGURA 1: Atividades moleculares dos lantiobiéticos. (a) em concentracdes

micromolares, os peptideos catibnicos tipo A (nisina, epidermina,
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Pep5 e outros) formam poros (wedge-like) e ndo dependentes de
alvo especifico. (b) em concentragbes nanomolares, nisina e
epidermina forman poros alvo-mediados usando o lipidio Il como

uma molécula “ancora”. (c) mersacidina e actagardina também se

ligam ao lipidio Il, mas apenas bloqueam sua incorporacdao ao

peptideoglicano (Wiedeman et al., 2001).

Um efeito antibidtico adicional, a indugao de autdlise pela nisina e
pela Pep5 tornam o mecanismo de acdo destas bacteriocinas ainda mais

complexo, porém podem explicar bem porque lantiobidticos podem ser tao

potentes (Héchard & Sahl, 2002).

2442 Classell

A atividade desta classe de bacteriocinas, em concentracdes
nanomolares, induz, principalmente, permeabilizacdo da membrana e
extravazamento de moléculas das células sensiveis.

As bacteriocinas pertencentes a subclasse lla propagam a forca
préton-motora pela dissipagdo do potencial de membrana (Ay) e/ou ApH.
Particularmente, o ATP intracelular é reduzido em 98%, a captacdao de
aminoacidos é bloqueada e os aminoacidos acumulados anteriormente sao
extravazados (Said et al., 2000).

Foi sugerido que estas bacteriocinas poderiam formar poros na
membrana citoplasmatica, mas ndo ha dados para suportar esta hipotese;
diferentes modelos para a formagdo de poros foram propostos (Moll et al.,
1999). Estas bacteriocinas necessitam de um alvo molecular na superficie das
células sensiveis para serem ativas. Esta classe exibe um espectro de agao

estreito e apenas contra linhagens relacionadas. As minimas diferencas na
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composicao dos fosfolipidios da mesma espécie ou de espécies relacionadas
nao poderiam explicar um espectro tdo estreito. Além disso, a inatividade de
compostos D (como a D-leucocina A) sugere que uma interagdo quiral da
superficie da bactéria com a bacteriocina é necessaria para a atividade, o que
indica o envolvimento uma proteina de superficie como alvo molecular (Yan et
al., 2000). Por outro lado, evidéncias indicam que ndo € necessario um alvo
protéico (Said et al, 2000). Baseando-se nestes resultados contraditérios,
Héchard & Sahl (2002) propuseram um modelo para o modo de acdo das
bacteriocinas da subclasse lla (Figura 2). Inicialmente, a bacteriocina interage
com a molécula-alvo, possivelmente uma manose permease. Esta interacao é
necessaria para a atividade, provavelmente favorecendo a eminente interacao
com a membrana citoplasmatica, ou mudando a conformagdo da permease
para um estado aberto e, portanto, permeabilizando a célula-alvo. Em um
segundo passo, a bacteriocina pode interagir com a membrana citoplasmatica
levando a formacao do poro ou uma ruptura localizada na membrana. Para
este segundo passo pode ndo ser necessaria uma molécula-alvo, podendo ser
dependente principalmente de interacdes eletrostaticas e/ou hidrofdbicas com a

membrana.
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Sigma 54-dependent
expression

Metabolite efflux
FIGURA 2: Modelo para o modo de agao das bacteriocinas da subclasse lla.
[IAB, IIC e IID representam, as subunidades da manose permease.
A bacteriocina reconhece a permease e entdo forma poros na
membrana citoplasmatica. (Héchard & Sahl, 2002).
Todas as bacteriocinas da subclasse Ilb estudadas dissipam Ay.
E proposto que elas formam poros hidrofilicos na membrana das células-alvo,
levando-as a permeabilizacdo. Os resultados indicam que, devidos as suas
diferencas na estrutura primaria, as bacteriocinas da subclasse Ilb apresentam
um mecanismo de acao diferente (Héchard & Sahl, 2002).
As bacteriocinas da subclasse llc sdo uma miscelanea de peptideos
sem similaridade estrutural; elas estdao envolvidas em varias fungdes como

alteracéo na permeabilidade da membrana, atividade de ferorménio e inibicao

da formacgéao do septo (Héchard & Sahl, 2002).
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As classes lll e IV sdo compostas por grandes bacteriocinas, as

quais o0 mecanismo de acao é pouco estudado (Héchard & Sahl, 2002).

2.4.5 Sintese

Os genes para a producdo da bacteriocina ativa estao geralmente
organizados em operons. Estes podem estar localizados no cromossomo ou
em um plasmideo ou transposon. De uma maneira geral, 0s microrganismos
possuem genes codificando o peptideo estrutural, proteinas que auxiliam no
processamento para a forma ativa, proteinas que auxiliam o transporte da
bacteriocina através da membrana, proteinas regulatérias e proteinas que

conferem imunidade ao organismo produtor (Cleveland et al. 2001).

2.4.6 Imunidade

A imunidade da célula produtora da bacteriocina € um fenémeno
que diferencia bacteriocinas de antibiéticos. Os genes que codificam as
proteinas responsaveis pela imunidade frente as bacteriocinas estdo préximos
aos genes estruturais, muito comumente no mesmo operon e freqlientemente
préximos um ao outro (Siegers & Entian, 1995; Nes et al., 1996).

Pensava-se inicialmente que existia um gene responsavel pela
imunidade dos lantiobiéticos, mas aparentemente, a influéncia de varias
proteinas é resposavel pela imunidade destas bacteriocinas. O mecanismo
pelo qual estas proteinas protegem a célula produtora ndo esta totalmente

elucidado (Saris et al., 1996).
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O fendbmeno da imunidade € mais simples nas bacteriocinas de
classe Il. Um gene codifica para uma proteina imunitaria, que, geralmente, é
uma proteina béasica, contendo 50 a 150 residuos de amino&cidos, associada
com a membrana. O mecanismo responsavel pela imunidade também nao esta
completamente elucidado (Nissen-Meyer et al., 1993; Venema et al., 1994,

1995).

2.47 Modificacoes pos-translocacionais

Embora as bacteriocinas sejam sintetizadas ribossomalmente, o
transcrito primario deve ser modificado antes de tornar-se ativo. Os genes que
codificam as enzimas que facilitam estas modificacbes estdo, geralmente,
proximos aos genes estruturais. Os lantiobidticos sofrem as maiores
modificacées. Uma caracteristica da sintese destas bacteriocinas é a presenca
de um peptideo lider N-terminal seguido de um pro-peptideo C-terminal. Além
disso, aminoacidos nao-usuais sao formados (Kupke & Gotz, 1996).

Os pré-peptideos das bacteriocinas de classe |l também sao
modificados por clivagem da sequéncia lider. Estas modificacbes sao
necessarias para a secrecao e o transporte através da membrana celular (Diep

et al., 1996; Ehrmann et al., 2000).

2.4.8 Transporte através da membrana celular
A maioria das bacteriocinas de classes | e Il sdo translocadas
para o exterior da célula por um sistema chamado transportador ABC. Estas

bacteriocinas sao secretadas por uma forma Unica de transportador ABC, que
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possui um lider N-terminal de aproximadamente 150 residuos de aminoacidos
exercendo uma atividade proteolitica especifica. Concomitante com a
secrecao, o transportador cliva a lider e ativa a bacteriocina. As Unicas
excecdes sdo algumas bacteriocinas de classe |l que sé&o externalizadas pelo
sistema sec-dependente. Nestas bacteriocinas, a clivagem é feita por uma

protease especificas (Havarstein et al. 1994).

2.5 Purificacao
2.5.1 Purificacao de proteinas
A utilizacdo de proteinas, para a aplicacdo, exige a sua
purificacdo, uma vez que qualquer célula contém milhares de proteinas
diferentes, que apresentam uma ampla faixa de atividade biolégica.

Tipicamente, o processo de purificacdo de uma proteina é composto
por multiplas etapas cuidadosamente definidas. A escolha de um processo de
purificacdo de uma proteina depende de suas caracteristicas fisico-quimicas,
de suas propriedades bioldgicas, da fonte da qual a proteina sera purificada e
da tecnologia de purificacao disponivel.

As cromatografias em coluna de gel, filtracdo ou adsorcao
(Deutscher, 1990) sdo os sistemas mais utilizados para a distincdo entre
proteinas e, apesar de existir uma légica no emprego desses métodos,
geralmente a otimizagdo de um protocolo de purificacdo envolve muita
experimentacao do tipo tentativa e erro, especialmente pelo fato de que mesmo
quando se conhecem as caracteristicas fisico-quimicas das proteinas a serem

purificadas, & muitas vezes imprevisivel o comportamento destas no decorrer
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do processo de purificacdo. Durante a purificagcdo, ndo raramente ocorrem
mudangas na conformacgao estrutural das proteinas, que podem provocar
desde pequenas alteracbes nas suas caracteristicas fisico-quimicas até
modificacao ou perda de sua atividade bioldgica.

O grande desafio dos processos de purificacdo de proteinas é o
exaustivo trabalho para se encontrar a melhor estratégia, e, se for o caso, a
adequacao da metodologia para a escala de producao pretendida, garantindo
que o produto final tenha todas as caracteristicas necesséarias para seu uso,
seja em humanos, para diagndéstico, uso veterinario ou para processos
analiticos de interesse para a pesquisa basica. E essencial considerar que, na
maioria dos casos, as proteinas sao macromoléculas muito frageis, ou seja,
sofrem facilmente alteracoes fisico-quimicas que levam a modificacdo ou perda
de sua atividade (Deutscher, 1990).

O esquema ideal de purificagdo vai depender ndao sé das
caracteristicas da proteina de interesse, como ja citado anteriormente, mas
também das caracteristicas dos contaminantes presentes no extrato bruto. A
linha geral a se seguir em um processo de purificagao pode ser dividida em trés
fases indicadas abaixo (Janson & Rydén, 1998; Deutscher,1990).

() Os primeiros passos de purificacao geralmente sdo aqueles que
possuem um menor poder de resolugcdo, porém que permitem o tratamento de
grande quantidade de material como a dialise, através de membrana, com
porosidade inferior ao tamanho da proteina de interesse; a desnaturagdo por
calor, quando a enzima de interesse € estavel a altas temperaturas (geralmente

acima de 70 °C), ou a precipitacdo com grande concentracdo de etanol,
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acetona, sais inorganicos, etc., que perturbam a distribuicAo de cargas e
grupamentos hidrofébicos das proteinas, aumentam a constante dielétrica da
agua e/ou diminuem a quantidade efetiva de moléculas de solvente disponiveis
devido a mobilizacdo deste em suas camadas de solvatacdo. Pode-se,
inclusive, induzir uma precipitacdo fracionada das proteinas presentes no
extrato bruto adicionando-se sais para concentragdes finais definidas e,
posteriormente, separando-se o precipitado protéico formado em cada
concentracao de sal do sobrenadante que contém aquelas com maior
capacidade de solvatacao. O sulfato de aménio € um dos agentes precipitantes
amplamente usados nessa etapa. Apresenta como caracteristicas a
capacidade de precipitar irreversivelmente as proteinas sem aumento
consideravel de temperatura. Além disso, a solugao final ndo apresenta alta
densidade, facilitando a obtencado do precipitado protéico apds centrifugagao.
Esse primeiro passo na purificacao de proteinas tem como vantagem aumentar
a concentracdo de proteina na amostra e/ou preparar amostra para ser
aplicada em uma cromatografia.

(I) Esta é a fase mais eficiente da purificacdo de proteinas, uma
vez que se exploram diferentes caracteristicas fisico-quimicas das proteinas.
Muito freqlentemente compreende o uso de diferentes técnicas de
cromatografia em coluna que séo classificadas de acordo com a caracteristica
protéica selecionada. A filtracdo em gel consiste na passagem de uma solucéao
proteica em uma coluna preenchida com uma resina (o tipo de resina
especifica a resolucéo, a velocidade do processo e, principalmente, a faixa de

peso molecular a ser separado) que apresenta poros de uma determinada faixa
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de tamanho. Moléculas com diametro molecular menor do que o do poro serao
capazes de penetrar na resina, percorrendo entdo um caminho mais sinuoso e
maior do que as moléculas que apresentam diametro molecular superior ao do
poro, que nao seriam retidas. As colunas de adsorgdo possuem, em suas
matrizes, grupamentos quimicos responsaveis pela interagdo com a proteina.
Incluem-se nesse caso as matrizes que possuem grupamentos ionizados
(carregados positivamente ou negativamente) nas cromatografias de troca
ibnica; que apresentam grupamentos hidrofébicos (geralmente hidrocarbonetos
lineares) nas cromatografias de fase reversa ou interacao hidrofébica e que
possuem ligantes especificos nas chamadas cromatografias de afinidade. As
proteinas retidas na coluna sdo eluidas gradualmente e, o que é mais
importante, seletivamente, através da passagem de um gradiente de
concentracao de uma substancia que compete pela ligacao da proteina com os
grupamentos quimicos da resina (por exemplo: sais para as resinas de troca
ibnica, solventes organicos para fase reversa e solugcdo contendo ligante
especifico para as de afinidade).

(Il A fase final inclui, geralmente, um Unico passo, que retira
quaisquer contaminantes que porventura ainda estejam presentes na amostra.
Pode ser uma liofilizacao que permita a retirada de contaminantes volateis sob
baixas pressdes; uma dialise para excluir sais ou outras moléculas nao volateis
da solucao protéica, ultrafiltracdo, com o mesmo propésito que a dialise, porém
tem como principio a filtracao da solucao de proteina por uma membrana com

poros de pequeno diametro, forcada por pressao, entre outras técnicas.
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A atividade da proteina deve ser acompanhada em todos 0s passos
de purificacao, assim como a quantidade total de proteina, uma vez que esses
parametros, em conjunto sao cruciais para a avaliacdo da eficiéncia da
purificagao.

E comum sacrificar razoavelmente a recuperacdo da proteina para
obtencado de um maior enriguecimento; desse modo, uma boa pratica € iniciar a
purificacdo com passos simples e com menor resolu¢do, que geralmente séao
baratos e de maior capacidade, e, no decorrer do processo, ir aumentando a

seletividade e a resolucdo dos passos de purificacdo, que s&o mais caros e que

possuem menor capacidade.

2.5.2 Purificacao de bacteriocinas

A caracterizacdo de bacteriocinas é dependente da sua
purificacao e diversas técnicas sao combinadas para a obtencao de proteinas
puras (Carolissen-Mackay et al., 1997). Esta variacdo € atribuida a natureza
extremamente heterogénea das bacteriocinas (Tagg et al, 1976;
Klaenhammer, 1993).

A produgdo de muitas bacteriocinas nao € induzivel e sao
detectados titulos relativamente baixos nas culturas. Portanto, para que a
purificacao seja possivel sdao necessarios o estudo da producao e a producao
de uma grande quantidade da bacteriocina. As condi¢cées da incubag¢do, como
tempo, temperatura e pH influenciam fortemente a produg¢do da bacteriocina

(Carolissen-Mackay et al., 1997).
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Quanto mais pura a bacteriocina, mais instavel ela se torna. O
problema de instabilidade ndo é atribuido a protedlise. A inativacao é resultado,
possivelmente, de um efeito especifico no sitio catalitico, como a perda de
cofatores ou modificacbes covalentes (Héchard et al., 1992).

A natureza catibnica e hidrofdbica das bacteriocinas é utilizada para
sua recuperacdo de meios de cultura. Os protocolos de purificagdo em
laboratério normalmente incluem um passo de precipitacdo com sulfato de
amodnio, seguido de varias combinacdées de cromatografia de troca ibnica e
interacao hidrofébica, com um passo final de RP-HPLC. Estes procedimentos
podem produzir excelentes resultados em termos de purificacdo e rendimento,
no entanto, sao inviaveis para purificacao em larga escala (Parente & Ricciardi,
1999; Uteng et al, 2001). Para aumentar o rendimento, pode-se utilizar
metodologias que purificam a bacteriocina por adsorcdo em “one-step”,
utilizando-se suportes com carga oposta a da bacteriocina, como por exemplo
células da espécie produtora (Yang et al., 1992). Este procedimento pode ser

utilizado para a purificacdo de grandes quantidades de bacteriocina.

2.6 Aplicacoes das bacteriocinas
Biopreservacao é a extensao do tempo de armazenamento € 0
aumento da seguranca de alimentos usando a sua microflora natural ou
controlada e/ou seus produtos antimicrobianos (Stiles, 1996) como &cido latico,
bacteriocinas e outros (Hugas, 1998).
As bactérias acido-laticas recebem maior atencdo quanto ao uso das

suas bacteriocinas na biopresevacao por serem utilizadas ha muitos séculos na
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fermentacdo e serem GRAS (generally regarded as safe). O espectro de acao
destas bacteriocinas &, geralmente, restrito as bactérias Gram-positivas, porém
sao ativas contra importantes microrganismos deteriorantes e patogénicos
como Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus (Ross et al., 2002).

Apesar do grande numero de trabalhos de pesquisa sobre a
aplicacdo de bacteriocinas em bioconservacdao, o uso efetivo desses
compostos em alimentos ainda é bastante limitado.

A nisina é a Unica bacteriocina disponivel comercialmente para
utilizacdo em alimentos, produzida por algumas linhagens de Lactococcus
lactis subsp. Lactis. Essa bacteriocina é atoxica, destruida por enzimas
digestivas e nao confere sabores e odores desagradaveis aos alimentos. Uma
vantagem das bacteriocinas sobre os antibibticos classicos é que as enzimas
digestivas as destroem (Caplice & Fitzgerald, 1999). A nisina pertence a classe
dos lantibiéticos, sendo composta por 34 residuos de aminoacidos com peso
molecular de 3510 Daltons, podendo apresentar-se na forma de dimeros e
tetrameros (De Martinis et al., 2002).

A nisina foi reconhecida como aditivo alimentar pela Organizacao de
Alimentos e Agricultura/Organizacdo Mundial de Saude (FAO/OMS) em 1969,
com o limite maximo de ingestdo de 33.000 Unidades Internacionais/kg de
peso corporeo. Diversos paises permitem o uso de nisina em produtos como
leite, queijo, produtos lacteos, tomates e outros vegetais enlatados, sopas

enlatadas, maionese e alimentos infantis (De Martinis et al.,2002).
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No Brasil, a nisina é aprovada para uso em todos os tipos de queijo
no limite maximo de 12,5 mg/kg e é permitida a utilizacdo desta bacteriocina
em produtos carneos com aplicacao na superficie externa de salsichas de
diferentes tipos. O produto pode ser aplicado como solucao comercial de nisina
a 0,02% em solugdo de acido fosférico grau alimenticio (De Martinis et al.,
2002).

Assim como a nisina, a lacticina 3174 mostrou-se efetiva como
conservadora quando adicionada a alimentos, tais como sopa desidratada
(Morgan et al., 2001) e salsicha suina (Scannel et al., 2000) como ingrediente
seco.

A efetividade das bacteriocinas como conservadores, entretanto,
pode ser limitada por varios fatores como o relativo estreito espectro de acao
(ndo sao ativas contra patégenos Gram-negativos e esporos), difusao limitada
em matrizes sélidas, inativacdo por enzimas proteoliticas ou por ligacao a
componentes do alimento como lipidios e bactérias resistentes
as bacteriocinas (Devlieghere et al., 2004).

Aos lantiobidticos ainda é atribuido o potencial de aplicacao
biomédico, podendo promover alternativas viaveis aos antibiéticos no
tratamento de infeccobes humanas e animais. Estudos mostram que a
administracdo de lacticina 3147 pode proteger animais de infeccdo com
patdbgenos causadores de mastite, como Streptococcus dysgalactiae e

Staphylococcus aureus (Twomey et al., 2002).
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2.7 Resisténcia a bacteriocinas

A ocorréncia de tolerdncia ou resisténcia a bacteriocinas entre
bactérias deteriorantes de alimentos e patégenos em bactérias que
normalmente sdo sensiveis é preocupante em relagdo ao uso pratico como
bioconservantes (Ennahar et al., 2000). Em uma determinada espécie,
linhagens tolerantes e/ou resistentes podem ocorrer naturalmente ou como
resultado da exposigao.

Dentro de uma mesma espécie, linhagens diferem enormemente em
relacdo a sua sensibilidade em relagcdo a uma determinada bacteriocina (Hurst,
1981; Ray & Daeschel, 1992).

Foi demonstrado que linhagens de L. monocytogenes
desenvolvem espontaneamente resisténcia contra nisina em uma freqiéncia
relativamente alta (Mazzotta & Montville, 1997).

O mecanismo de resisténcia desenvolvido a bacteriocinas parece
ser complexo e envolve varias mudancas estruturais e fisioldgicas na célula
bacteriana. Em particular, modificacbes na composicdo da membrana
citoplasmatica, como no caso da nisina, onde a resisténcia de linhagens L.
monocytogenes esta associada a alteragdes na composicdo de acidos graxos

(Mazzotta & Montville, 1997) e fosfolipidios (Verheul et al., 1997).

2.8 Antimicrobianos produzidos por espécies de Bacillus
O género Bacillus € um dos maiores da microbiologia. Suas
caracteristicas sdo muito variadas, sendo encontradas espécies com

importancia industrial e agricola e espécies patogénicas produtoras de toxinas.
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As espécies importantes industrialmente tém um histérico de uso seguro na
industria e em alimentos (Paik et al., 1997).

Segundo o Manual Bergey’'s de Bacteriologia Sistematica, os
Bacillus sao bactérias em forma de bastonetes, Gram-positivas (ou positivas
nos primeiros estagios de crescimento), formadoras de esporos, aerdbias ou
anaerObias facultativas e a maioria € catalase positiva. Sdo agrupadas de
acordo com as exigéncias fisicas, quimicas, nutricionais ou genéticas.

Membros do género Bacillus séo conhecidos como produtores de
peptideos antimicrobianos, estes com diversas estruturas quimicas. Peptideos
ciclicos como a gramicidina S, tyrocidina e bacitracina e lipopeptideos como as
iturinas, as bacilomicinas e as fengicinas sao metabdlitos secundarios
caracteristicos isolados deste grupo de microrganismos (Gebhardt et al., 2002).

As origens destes Bacillus produtores de substancias
antimicrobianas sao diversas. Sugita et al. (1998) relataram a presenca de
bactérias intestinais produtoras de substancias antimicrobianas em sete
espécies de peixe da costa japonesa. Ao B. amyloliquefaciens encontrado na
amoreira é atribuida a producdo de um composto que impede a proliferacdo de
bactérias e fungos fitopatogénicos (Yoshida et al., 2001).

A producao de bacteriocinas ou de substancias relacionadas tem
sido descrita para varias espécies do género Bacillus, entre elas B.
amyloliquefaciens, B. cereus, B. coagulans, B. licheniformis, B. megaterium, B.
Stearothermophilus, B. subtilis, B. thermoleovarans e B. thuringiensis (Novotny
& Perry, 1992; Oscariz et al., 1999; Hyronimus et al., 1998; Pattnaik et al.,

2001; Yoshida et al., 2001).
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A coagulina, produzida por B. coagulans 14, possui um amplo
espectro de acao que inclui bactérias pertencentes aos géneros Enterococcus,
Leuconostoc, Listeria e Pediococcus. A bactericina foi estavel em ampla faixa
de pH e a 60 °C por 90 minutos (Hyronimus et al., 1998).

Pattnaik et al. (2001) descreveram a lichenina, composto do tipo
bacteriocina produzido por B. licheniformis que possui atividade surfactante e
peso molecular de aproximadamente 1400 daltons.

B. subtilis produz diversos antibidticos, alguns deles sintetizados
ribossomalmente e produzidos durante a fase ativa de crescimento como a
subtilosina, a subtilina, a sublancina, o TasA, e outros sintetizados n&o
ribossomalmente durante a fase estaciondria, como a surfactina, a bacilisina e
as iturinas (Tamehiro et al., 2002).

As cereinas sao as bacteriocinas produzidas por B. cereus. Algumas
possuem amplo espectro de acdo, como a cereina 7 e a cereina 8A (Oscariz et
al., 1999; Bizani & Brandelli, 2002). Outras, como a cereina GN105 (Naclerio et

al., 1993) sé tem acao contra espécies do mesmo género.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram: camara de fluxo laminar vertical
marca Pachane, modelo PA 115; autoclave vertical, marca Phoenix, modelo
AV75, incubador com agitacdo, marca Nova Técnica, modelo NTPH2;
geladeira, marca Electrolux, modelo Prosddscimo R26; freezer vertical, marca
Cénsul, modelo Practice 240; estufas incubadoras, marca De Leo; aparelho
purificador de agua, marca Honeywell Braukmann TKA, destilador de agua,
marca Biomatic; banho-maria, marca Thermomix, centrifuga refrigerada, marca
Hermle, modelo Z323K; centrifuga de bancada para tubos c6nicos, marca
Eppendorf, modelo 5410; espectrofotémetro, marca Hitachi, modelo U-1100;
coletor de fragcdes, marca BioRad, modelo 2128; medidor de pH, marca Nova
Técnica; contador de colbénias, marca Phoenix, modelo CP 608; microscépio,
marca Olympus CX40; espectrofotbmetro de infra-vermelho, marca Perkin
Elmer, modelo SpectrumOne; agitador de tubos “vortex”, marca Biomatic;
capela de exaustdo de gases; bomba de vacuo, marca Quimis Aparelhos
Cientificos LTDA, modelo 355B1; cuba para eletroforese marca Hoefer
Scientific, modelo Mighty Small, fonte de eletroforese Pharmacia LKP EPS

500/400.
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3.2 Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados foram: agar-agar (Merck), caldo de
cérebro e coracao (Merck), agar nutriente (BBL Becton Dickinson), caldo
Mueller Hinton (Oxoid), agar triptona de soja (Mast Diagnostics), caldo triptona
de soja (Acumedia), agar Man Rogosa e Shape (Oxoid), extrato de levedura
(Biobras), peptona bacteriolégica (Oxoid), peptona de carne (Merck), agar de

ferro e acucar triplice (Biobras) e agar MacConkey (Oxoid).

3.3 Reagentes

Os reagentes utilizados foram: acetona (Nuclear), metanol (Merck),
etanol (Merck), 2-propanol (Merck), butanol (Merck), dimetil-sulféxido (Merck),
tolueno (Vetec), xileno (Merck), cloroférmio (Merck), n-hexano (Merck), ciclo-
hexano (Riedel de Haén), B-mercaptoetanol (Riedel de Haén), N,N’-
metilendiacrilamida (Merck), N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina - “TEMED”
(Riedel de Haén), Tween 20 (Reagen); Tween 80 (Nuclear), Triton X-100
(Sigma), deoxicalato de sédio (Merck), dodecil sulfato de sddio (Nuclear), &cido
cloridrico (Merck), acido tricloroacético (Nuclear), acido
etilenodiaminotetracético — “EDTA” (Riedel de Haén), sulfato de aménio
(Nuclear), fosfato de sédio (Merck), hidréxido de sédio (Nuclear), iodeto de
potassio (Nuclear), citrato trissédico (Merck), fosfato de sédio (Merck), cloreto
de sdédio (Merck), persulfato de aménio (Merck), hidroximetilaminometano —
“tris” (Sigma), glicina (Merck) Coomassie R250 (Merck), verde de malaquita

(Nuclear), safranina T (Riedel de Haén), papaina soluvel (Merck), tripsina de
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pancreas suino tipo Il (Sigma), pronase E (Sigma), proteinase K (GibcoBRL),

azocaseina (Sigma).

3.4 Microrganismo produtor

O microrganismo utilizado como produtor do composto com
atividade antimicrobiana foi uma bactéria isolada do intestino do peixe Jaraqui
(Piaractus mesopotamicus), da bacia amazénica (regiao proxima a Manaus,
3°06’S, 60°01'W). A bactéria foi selecionada em trabalhos anteriores dentre 87
isolados de solos e peixes da regidao amazbnica, como sendo um
microrganismo produtor de substancias antimicrobianas (Motta et al., 2004).
Este isolado foi gentiimente cedido pelo Prof?. Spartaco Astolfi Filho da

Universidade Federal do Amazonas (UFA).

3.4.1 Microscopia eletronica de transmissao

As células de dois cultivos diferentes (24 e 48h) foram centrifugadas
e lavadas duas vezes com tampao fosfato 0,1 M (pH 7,3). As células foram
fixadas com glutaraldeido 2,5% (v/v), formaldeido 2,0% (v/v) em tampao fosfato
0,12M por 10 dias e entdo fixadas em tetréxido de ésmio a 2% no mesmo
tamp&o, por 45 minutos. As amostras foram desidratdas em série cetdnica (30—
100%) e incluidas em Araldite-Durcupan por 72 horas a 60 °C. Os cortes
ultrafinos, obtidos em ultramicrétomo Leica Ultracult UCT, foram coletados em
grades, cobertos com filme collodion (solugdo de nitrocelulose) e contrastados

com acetato de uranila 2% em citrato de chumbo Reynolds. Todas as
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preparacées foram observadas em microscopio eletrébnico de transmissao

Phillips EM 208-5.

3.4.2 Caracterizacao citomorfoldgica, bioquimica e
fisiologica

Para a caracterizacdo da cultura, provas bioquimicas e
fisioldgicas e analises citomorfolégicas foram realizados segundo Sneath et al.

(1986). Apds elucidacao do género foi feita a analise filogenética da cultura.

343 Analise filogenética

A sequencia do rDNA 16S foi obtida apds extracdo do DNA
gendmico, PCR amplificacdo e sequenciamento (Bastos et al., 2000). O DNA
foi amplificado utilizando-se o Geneamp PCR System 2400 (Perkin Elmer,
Norwalk, USA) por desnaturacédo a 96 °C (3 min), 30 ciclos de 94 °C (1 min), 55
°C (30 segundos) e 72 °C (2 min), e um passo final de extensao a 72 °C (7min).
O rDNA 16S amplificado por PCR foi sequienciado pelo ABI Prism 377 DNA
Sequencer (Perkin Elemer), utilizando dideoxinucleotideos terminadores
fluorescentes. A seqiéncia de 1.522 pb foi submetida ao GenBank
(AY962472). O algoritmo BLAST foi utilizado para a busca por seqiéncias
homologas no GenBank. A arvore filogenética foi construida a partir das
distdncias de Jukes-Cantor usando o método neighbor-joining (software
MEGAS3, Kumar et al., 2004). O padrao de ramificagdo foi conferido por 1000

replicacdes de bootstrap.
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3.5 Microrganismos indicadores

Os microrganismos utilizados como culturas indicadoras para os
testes de sensibilidade da susbstancia antimicrobiana foram microrganismos
patogénicos para humanos e animais, fitopatdgenos, microrganismos
deteriorantes de alimentos entre outros. Os seguintes microrganismos foram
testados: Aeromonas hydrophila ATCC 7966; Aeromonas sp. (isolado clinico,
PetLab — Laboratério Veterindrio de Andlises Clinicas, Porto Alegre);
Actinomyces sp. (isolado clinico, PetLab); Bacillus cereus (alimento — LARA);
Bacillus cereus 8Al (isolado do solo — ICTA); Bacillus subtilis (isolado de
alimento — ICBS); Brevibacterium linens ATCC 9172; Brevibacterium linens
ATCC 19391; Brochotrix termosphacta ATCC 11105; Corynebacterium fimi
NTCS 7547; Enterobacter aerogenes (isolado de alimento — LARA);
Enterococcus faecalis (isolado de alimento — ICTA); Erwinia caratorvora subsp.
atroseptica 132 (isolado de alimento — Departamento de Fitossanidade da
UFRGS); Erwinia caratorovora subsp. atroseptica 325 (isolado de alimento —
Departamento de Fitossanidade da UFRGS); Erwinia caratorovora subsp.
carotorovora 325 (alimento — Departamento de Fitossanidade da UFRGS);
Escherichia coli ATCC 25922; Escherichia coli (isolado de alimento — LACEN);
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356; Listeria innocua (isolado dealimento —
LARA); Listeria monocytogenes ATCC 7644; Pasteurella haemolitica (isolado
clinico — PetLab); Pseudomonas sp. (isolado clinico — PetlLab); Rhodococcus
sp. (isolado clinico — PetLab); Salmonella Enteretidis (isolado de alimento —
LACEN); Salmonella Gallinarium (isolado de alimento — ICTA); Staphylococcus

aureus ATCC 25923; Staphylococcus aureus (isolado de alimento — LACEN);
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Staphylococcus aureus 4059 (isolado clinico — PetLab); Staphylococcus aureus
5089 (isolado clinico — PetLab); Staphylococcus epidermidis (isolado clinico —
PetLab); Staphylococcus intermedius (isolado clinico — PetlLab); Streptococcus
sp. 1 B-hemolitico (isolado clinico — PetLab); Streptococcus sp. 2 sinusite
(isolado clinico — PetLab); Streptococcus sp. 3 urina (isolado clinico — PetLab).
As seguintes leveduras foram testadas: Candida kefir, (isolada de uma lagoa
de tratamento de efluentes da empresa de processamento de soja Bunge
Alimentos S.A.); Candida sp. (isolado de alimento — ICTA); Kluyveromyces
marxianus CBS 6556, proveniente do Centraalblireau vor Schimmelcultures

(Holanda) e fornecida pelo Laboratério de Biotecnologia do ICTA.

3.6 Manutencao dos microrganismos

Os microrganismos utilizados neste trabalho, assim como os meios
de cultivo utilizados e as temperaturas Otimas de crescimento estdo
relacionados na Tabela 1. Os microrganismos foram mantidos congelados a —
20 °C. As culturas foram preparadas sendo inicialmente inoculadas em tubos
de ensaio com seus respectivos meios de cultivo na forma de caldo e
incubados na respectiva temperatura 6tima de crescimento durante 24-48
horas. Posteriormente, 800 uL do cultivo acrescidos de 200 pL de glicerol
estéril foram transferidos para tubos de plastico. Para a cultura produtora foi
utilizado BHA na temperatura de 30 °C.

A partir dos congelados as culturas foram inoculadas em caldo e

posteriormente em placa, sendo re-inoculados periodicamente.
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TABELA 1: Microrganismos indicadores utilizados e condi¢cdes de crescimento

Culturas indicadoras Medio  Temperatura (°C)
de
cultura

Gram positivas

Actinomyces sp. (clinico) MHA 30
Bacillus cereus (alimento) BHA 37
Bacillus cereus 8Al (solo) BHA 37
Bacillus subtilis (alimento) BHA 37
Bacillus sp. BL16 BHA 37
Brevibacterium linens ATCC 9172 TSA 25
Brevibacterium linens ATCC 19391 TSA 25
Brochotrix termosphacta ATCC 11105 BHA 37
Corynebacterium fimi NTCS 7547 BHA 37
Enterococcus faecalis (alimento) BHA 37
Erwinia caratorvora A132 BHA 25
Erwinia caratorvora A325 BHA 25
Erwinia caratorvora caratorvora 329 BHA 25
Listeria innocua (aliemento) BHA 37
Listeria monocytogenes ATCC7644 BHA 37
Rhodococcus sp. (clinico) MHA 37
Staphylococcus aureus ATCC 25923 BHA 37
Staphylococcus aureus (alimento) BHA 37
Staphylococcus aureus 4059 (clinico) BHA 37
Staphylococcus aureus 5089 (clinico) BHA 37
Staphylococcus epidermidis (clinico) BHA 37
Staphylococcus intermedius (clinico) MHA 37
Streptococcus sp. (clinico- B hemolitico) MHA 37
Streptococcus sp. (clinico — sinosite) MHA 37
Streptococcus sp. (clinico — urina) MHA 37
Gram negativas

Aeromonas hydrophila ATCC 7966 MHA 37
Aeromonas spp. (clinico) MHA 37
Enterobacter aerogenes (alimento) BHA 37
Escherichia coli ATCC 25922 BHA 37
Escherichia coli (alimento) BHA 37
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 MRSA 30
Pasteurella haemolitica (clinico) MHA 37
Pseudomonas sp. (clinico) BHA 37
Salmonella Enteretidis (alimento) MHA 37
Salmonella Gallinarium (clinico) MHA 37
Kluyveromyces marxianus CBS 6556 PA 25

BHA, agar de cérebro e coracdao; MHA, agar Mueller Hinton; PA, agar batata;
TSA, agar triptona de soja; MRSA, agar Man Rogosa Sarpe.
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3.7 Determinacao do numero de células viaveis

Para determinar o ndmero de células viaveis por mL (UFC/mL),
foram coletadas aliquotas de 100 pL e diluidas de 10" até 10’ em tubos de
microcentrifuga ja contendo 900 uL de solucgéo fisiolégica estéril (NaCl 0,85%).
Apo6s a homogeneizacao em vortex, trés aliquotas de 20 uL foram aplicadas em
placas com meio adequado. As placas foram incubadas em estufa por 24 horas
na temperatura Otima de crescimento da bactéria testada. Realizou-se a
contagem na diluicdo com um numero de col6nia entre 20 e 200, em contador

de colbnias.

3.8 Obtencao do sobrenadante da cultura

3.8.1 Preparacao do pré-inoculo

Em frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 20 mL de caldo cérebro
coragéo (BHI) foi colocada uma algada da cultura que estava contida em placas
de agar de cérebro e coragdao (BHA). A cultura foi incubada por 24 horas em

equipamento incubador com agitacdo (125 rpm) a 30 °C.

3.8.2 Obtencao do sobrenadante bruto

Uma aliquota de 1 mL do pré-inéculo foi transferida para um frasco
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de BHI. A cultura foi incubada por 48
horas em equipamento incubador com agitacao (125 rpm) a 30 °C. Apds este
periodo, a cultura foi centrifugada durante 15 minutos a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi esterilizado por filiragdo através de filtros de celulose com

poros de 0,22 um (para volumes pequenos) ou mediante filtracdo a vacuo com
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filtros de silica de 0,22 um (para volumes grandes). O filtrado foi conservado

em geladeira a 4 °C até utilizacao, por um periodo maximo de 10 dias.

3.9 Determinacao das unidades arbitrarias por mililitro

Foi utilizado o método da diluicao seriada para determinar o nimero
de unidades arbitrarias por mL. O sobrenadante foi diluido sucessivamente em
placas de microtitulagdo na proporcéo desde 1:1 em solucao fisiolégica estéril
(NaCl 0,85%), tendo-se diluicbes de 2, V4, 1/8, 1/32, 1/64 e assim
sucessivamente. Aliquotas de 20 uL destas diluicdes foram inoculadas em
discos e testadas em placas de BHA previamente inoculadas com um solucéo
fisiologica estéril (NaCl 0,85%) contendo 10® células/mL de Listeria
monocytogenes ATCC 7644. As placas foram incubadas a 30 °C por 24 horas.
O titulo designado como UA/mL foi definido como sendo a reciproca da ultima

diluigdo que apresentou halo de inibigéo.

3.10 Curva de crescimento e producao
Foi realizada uma curva de crescimento do microrganismo produtor
e da produgao da substancia antimicrobiana a 30 °C em meio TBS para avaliar

a cinética de produc¢ao da substancia antimicrobiana.

3.10.1 Preparacao do pré-inoculo
A bactéria produtora foi inoculada em frascos Erlenmeyer de 50 mL
contendo 20 mL de TSB e incubada em equipamento com agitagéo (125 rpm) a

30 °C por 24 horas. ApGs este periodo, uma aliquota foi transferida para um
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tubo contendo TSB, ajustando-se a absorbancia a 600 nm em
espectofotbmetro até atingir o valor de 0,3; valor este que corresponde a
aproximadamente 10’ UFC/mL (previamente determinado através de uma

curva padrao relacionando a absorbancia e UFC/mL).

3.10.2 Curva de crescimento

Uma aliquota de 1 mL do pré-inéculo foi transferida para um frasco
Erlenmeyer de 250 mL contendo 150 mL de TBS. Este foi considerado o ponto
zero da curva. A medida da absorbancia a 600 nm, a determinacdo das
UFC/mL e das UA/mL conforme descrito nos itens 3.7 e 3.9 respectivamente
foram realizados em intervalos de 4 horas. O pH foi acompanhado durante todo
o experimento através de fita universal de pH. O experimento foi realizado em

duplicata.

3.1 Caracterizacao inicial do sobrenadante

O sobrenadante bruto da cultura (conforme item 3.8) foi testado
quanto a estabilidade frente a tratamento térmico, estabilidade frente a variagéao
do pH, acdo em diferentes pHs, estabilidade frente a agdo de enzimas
proteoliticas, estabilidade frente a solventes organicos e outras substancias

quimicas, com a finalidade de avaliar a natureza da substancia antimicrobiana.
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3.11.1 Espectro de acao

A atividade antimicrobiana do sobrenadante bruto contra as culturas
indicadoras indicadas no item 3.6 foi avaliada pelo método de difusdo em agar
com discos (Kimura et al., 1998).

Foram realizadas suspensdes das culturas indicadoras em solucéo
fisiologica estéril (NaCl 0,85%) com 10® células/mL (0,5 na escala de Mac
Farland) e espalhadas com suabe estérii em placas contendo os meios
conforme citados na tabela 1. Apds a secagem, discos de celulose de 6 mm de
didmetro foram colocados na placa. Aliquotas de 20 uL do sobrenadante bruto
foram inoculadas nos discos. Apds o periodo de incubacao de 24-48 horas nas
condigbes 6timas de crescimento das culturas indicadoras e a observagao da
formacao dos halos de inibigédo, foi realizada a medida dos halos com uma
régua milimetrada. O teste foi realizado em quadruplicata com dois

sobrenadantes de datas diferentes.

3.11.2 Estabilidade térmica

Aliquotas de 600 pL do sobrenadante bruto foram incubadas em
temperaturas de 10 °C (geladeira), 20 e 30 °C (estufa), 40, 50, 60, 70, 80, 90
e 100 °C (banho de agua) durante 30 minutos e 121 °C/115 kPa
(autoclave) durante 15 minutos. Na temperatura de 100 °C testou-se a
estabilidade durante 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos. Apds cada
tratamento, a atividade antimicrobiana contra Listeria monocytogenes
ATCC 7644 foi testada conforme descrito no item 3.11.1. Realizou-se,

paralelamente, controles sem tratamento térmico para o célculo da
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atividade antimicrobiana residual em cada caso. A férmula utilizada para
o calculo da atividade residual em percentagem foi:
A.R. (%) = (Hr—6) / (Hc — 6) x 100 (1)
Onde: Hy = halo do sobrenadante apds tratamento (mm)
Hc = halo do controle (mm)
A.R. = atividade residual
Cada experimento foi realizado em duplicata com trés

sobrenadantes de datas diferentes.

3.11.3 Estabilidade frente ao pH e acao em diferentes pHs

Para avaliar a agcdo em diferentes pHs, o sobrenadante bruto foi
incubado em pHs entre 3 e 10 por 2 horas a 25 °C, utilizando 200 pL do
sobrenadante e 200 pL de tampao. Os tampdes utilizados foram tampéo glicina
pH 3,0; tampao citrato (pH 4,0 e 5,0); tampé&o fosfato (pH 6,0 a 8,0) e tampéo
tris (pH 9,0 e 10,0) todos em uma concentracao de 0,25 M. Apds a incubacao,
a atividade antimicrobiana contra Listeria monocytogenes ATCC 7644 foi
testada conforme descrito no item 3.11.1. Imediatamente apés, para avaliar a
estabilidade frente a diferentes pHs, as solugcbes foram neutralizadas. Para
ambos 0s casos, o controle foi realizado com 200 pL do sobrenadante e 200 pL
de PBS ao invés de tampdo. A atividade residual foi calculada segundo a
equacdo 1. Cada experimento foi realizado em duplicata com trés

sobrenadantes de datas diferentes.



41

3.11.4 Estabilidade frente a enzimas proteoliticas

A resisténcia as enzimas proteoliticas foi avaliada por incubagéao do
sobrenadante em presenca de papaina, protease tipo XXV (pronase E),
proteinase K e tripsina em conentragdes finais de 2 e 10 mg/mL durante 60
minutos a 37 °C. Aliquotas de 180 pL do sobrenadante foram incubadas com
aliquotas de 20 uL de solugcéo enzimatica (preparadas na concentracoes de 2 e
10 mg/mL em PBS). Para o controle das enzimas, 180 uL de PBS foram
incubados com 20 pL de solugdo enzimatica. Para o controle do sobrenadante
180 uL do sobrenadante foram incubados com 20 uL de PBS. Em todos os
casos, depois da incubacdo a atividade antimicrobiana contra Listeria
monocytogenes ATCC 7644 foi testada conforme descrito no item 3.11.1. A
atividade residual foi calculada segundo a equacao 1. Cada experimento foi

realizado em duplicata com trés sobrenadantes de datas diferentes.

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

Para avaliar a estabilidade do sobrenadante bruto frente a diversos
compostos organicos, aliquotas de 200 puL do sobrenadante com 100 pL de
cada solvente organico foram homogeneizadas e incubadas durante 2 horas a
37 °C. Os seguintes solventes foram utilizados: acetona, metanol, etanol, 2-
propanol, butanol, dimetil-sulféxido (DMSO), tolueno, xileno, e cloroformio. Os
controles do sobrenadante e dos solventes foram realizados levando-se em

consideragao a miscibilidade ou ndo entre o solvente e o sobrenadante.
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A estabilidade frente a detergentes foi determinada utilizando
Tween 20, Tween 80 e Triton X-100 em uma concentracéao final de 10% (v/v) e
deoxicolato de sédio em uma concentragédo final de 1 mg/mL. Aliquotas do
sobrenadante foram incubadas com os detergentes por 60 minutos a 37 °C.

A estabilidade ao tratamento com EDTA (concentracéo final de 10
mM) e com acido tricloroacético (TCA - concentracdo final de 100 mg/mL)
também foi avaliada. Para o tratamento com TCA, o sobrenadante foi incubado
com o acido por 2 horas a 4 °C, centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos, e
neutralizado antes do teste de atividade antimicrobiana.

Em todos os testes, a atividade antimicrobiana contra Listeria
monocytogenes ATCC 7644 foi testada conforme descrito no item 3.11.1. A
atividade residual foi calculada segundo a equacao 1. Cada experimento foi

realizado em duplicata com trés sobrenadantes de datas diferentes.

3.11.6 Cromatografia de gel filtracao

O padrao de eluicao da substancia com atividade antimicrobiana foi
avaliado por cromatografia de gel filtracdo. Uma aliquota de 1 mL do
sobrenadante bruto foi eluido em coluna de gel filtragdo (0,8 x 30 cm)
Sephadex G-100 pré-equilibrada com tampéao fosfato 10 mM pH 7 ou com o
mesmo tampao com alta forga ibnica (contendo NaCl 1,5 M). Foram coletadas
18 aliquotas de 1 mL determinando-se a sua absorbancia a 280 nm e a
atividade antimicrobiana conforme item 3.11.1 contra L. monocytogenes ATCC

7644.
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Uma aliquota de 1 mL de inibidor de tripsina (de peso molecular
igual a 21 kDa) foi também inoculada na coluna a fim de se obter um valor de

referéncia.

3.12 Determinacao do efeito contra Listeria monocytogenes

3.12.1 Curva de crescimento

Foi realizado um pré-in6culo da bactéria indicadora em tubo
contendo 10 mL de BHI incubado na estufa a 37 °C durante 18 horas. Apéds
este periodo, a cultura foi diluida com meio BHI até obter uma concentragao de
aproximadamente 10° células por mL (através de realizagdo prévia de curva
padréo). Usou-se um inéculo de 500 uL em tubos contendo 16 mL de BHI. O
crescimento foi monitorado em intervalos de 2 horas através da absorbancia
(600 nm) e a contagem de UFC/mL. Apds 4:30 horas de incubacédo foram
adicionados 4 mL de sobrenadante (concentracdo final de 100 UA/mL para
Listeria monocytogenes. No cultivo controle adicionou-se 4 mL de meio (BHI)
no lugar do sobrenadante. Apds 1:30, 3:30, 5:30 e 7:30 horas foram

monitorados a absorbéncia e a viabilidade celular (UFC/mL).

3.13 Purificacao
Diversos passos foram executados para purificar a substancia
antimicrobiana. Em cada um deles foi quantificada a atividade antimicrobiana
(UA/mL) conforme item 3.9 e a quantidade de proteina pelo método de Lowry
(conforme item 3.15) para calcular o fator de purificacdo e o rendimento em

cada passo. A figura 3 mostra o esquema de purificacao utilizado.



44

Sobrenadante bruto
Precipitacdo com sulfato de aménio
Pellet ressuspendido com tamp&o fosfato — Fracao |
Cromatografia de gel filtracdo — Fracao Il
Cromatografia de troca i6nica e Fracao Il
Dialise em membrana de celulose — Fracao IV
Cromatografia de troca i6nica e Fragdo V

FIGURA 3: Esquema de purificacao.

3.13.1 Precipitacao fracionada com sulfato de amoénio

A bactéria foi cultivada nas condicées 6timas de producdo da
substancia com atividade antimicrobiana conforme descrito no item 3.8, sendo
o volume de cultivo 100 mL.

As seguintes faixas de saturagdo inicialmente utilizadas foram: O-
20%; 20-40%; 40-60%; 60-80% e 80-100%. Para uma melhor concentracéo da
atividade antimicrobiana, foram utilizadas, entao, as seguintes faixas: 0-20%;
20-50%; 50-100%.

O sobrenadante foi colocado em banho de gelo com agitacao

magnética e o sulfato de amdnio foi sendo adicionado aos poucos até atingir a
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concentracao de 20%. Ap6s deixar sob agitacdo por 30 minutos, a suspensao
foi centrifugada a 10.000 g por 10 minutos a 4 °C. O precipitado foi separado
do sobrenadante e ressuspendido em 1 mL de tampao fosfato 10 mM pH 7,0.
O sobrenadante foi recolocado em banho de gelo e entdo foi adicionada a
quantidade de sulfato de aménio para atingir 40% de saturagdo. A operagao
anterior foi repetida e o sobrenadante foi precipitado até 60% de saturacao. O
procedimento foi repetido para os intervalos de 80 e 100% de saturacdo com
sulfato de amonio.

Amostras de cada etapa da precipitacdo foram reservadas para a
determinacao da proteina soltvel pelo método de Lowry (conforme item 3.15) e

a quantificacao da atividade antimicrobiana em UA/mL (conforme item 3.9).

3.13.2 Cromatografia de gel filtracao

Esta técnica baseia-se na separacao pela diferenca de tamanho de
moléculas em uma solucdo através da passagem destas por uma matriz
cromatografica. A resina utilizada foi a Sephadex G-100, que foi hidratada por
um periodo de 72 horas e montada em uma coluna de 0,8 x 30 cm.

Uma nova precipitacdo de 100 mL do sobrenadante foi realizada.
Desta vez, o precipitado do intervalo de 0-20% foi desprezado e o precipitado
da faixa de saturacao do sulfato de aménio que obteve a maior atividade
antimicrobiana (20-50%) foi novamente ressuspendido em 1,5 mL de tampéao
fosfato 10 mM pH 7,0.

Uma aliquita de 1 mL foi aplicada na coluna Sephadex G-100 pré-

equiliborada com tampao fosfato 10 mM pH 7,0. O fluxo utilizado foi de
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aproximadamente 20 mL/h (gravidade simples). Um total de 20 fracées de 1 ml
foram coletadas em tubos de microcentrifuga e a absorbancias a 280 nm foi
determinada em espectrofotdmetro.Todas as fracées foram testadas quanto a
atividade antimicrobiana contra Listeria monocytogenes ATCC 7644 foi
testada conforme descrito no item 3.11.1.

As fracbes com atividade antimicrobiana foram agrupadas e
aliquotas foram reservadas para a determinacdo da proteina sollvel pelo

método de Lowry (conforme item 3.15) e a quantificacdo da atividade

antimicrobiana em UA/mL (conforme item 3.9).

3.13.3 Cromatografia de troca idnica

A separacao por cromatografia de troca i6nica depende da
adsorcao reversivel de moléculas de soluto carregadas a um grupo imobilizado
de moléculas de carga opostas. A matriz cromatografica consiste em uma
matriz porosa insollvel onde um grupo carregado esta ligado covalentemente.
Este grupo é associado a ions, que podem ser reversivelmente trocados com
outros ions de mesma carga, sem alterar a matriz. O grupo carregado
escolhido foi a dietilaminoetil (DEAE), que consiste em uma coluna catiénica, e
a matriz utilizada foi a Sepharose. A matriz foi montada em uma coluna de 1 x
10 cm.

O conjunto de fracbes com atividade antimicrobiana obtidas na
etapa anterior foi aplicado na coluna DEAE-Sepharose previamente equilibrada
com tampao fosfato 10 mM pH 7,0. Inicialmente, a coluna foi eluida com este

tampé&o e, posteriormente, com um gradiente linear de NaCl, formado através
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da combinacao gradual do tampéao fosfato 10 mM pH 7,0 e deste contendo 1,5
M de NaCl.

Um total de 60 fragdes de 3 mL foram coletadas através de um
coletor, sendo determinadas a absorbancia a 280 nm e a atividade
antimicrobiana de cada aliquota contra Listeria monocytogenes ATCC 7644
foi testada conforme descrito no item 3.11.1.

As fracOes que continham a substancia antimicrobiana foram
agrupadas e dialisadas em sacos de didlise previamente ativados, contra
tampao fosfato 10 mM pH 7,0, durante 24 horas, sob agitagdo magnética e
refrigeracao.

O conjunto de aliguotas com atividade antimicrobiana dialisado foi
novamente submetido a cromatografia de troca ibnica DEAE-Sepharose nas
mesmas condicoes descritas anteriormente. As aliquotas que continham a
substancia antimicrobiana foram agrupadas e novamente dialisadas.

Aliquotas dos dois conjuntos de fragdes com atividade
antimicrobiana, antes e depois das dialises, foram reservadas para a
determinacao da proteina soltvel pelo método de Lowry (conforme item 3.15) e
a quantificacao da atividade antimicrobiana em UA/mL (conforme item 3.9).

O utimo dialisado foi fracionado em tubos de microcentrifuga
contendo 1 mL cada, os quais foram congelados, liofilizados e mantidos

congelados a —20 °C. Este material foi denominado fracao V.
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3.14 Caracterizacao da fracao V
A fragdo V foi caracterizada realizando-se alguns dos testes
descritos no item 3.11 (estabilidade térmica e estabilidade frente a enzimas

proteoliticas).

3.14.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A pureza da fracdo V e o seu peso molecular foram estimados por
eletroforese em gel de poliacrilamida, conforme descrito por Bhunia & Johnson
(1992), com algumas modificacbes. Seis aliquotas de 1 mL fracdo V foram
liofilizadas e ressuspendidas em 200 pL de tampéo tris 125 mM pH 6,8
contendo 0,1% de SDS (dodecil sulfato de sddio) e 20% de glicerol. Em uma
das aliquotas de cada fracao foi adicionado 5% de B-mercaptoetanol sendo
colocadas em banho-maria a 100 °C por 5 min. As amostras foram aplicadas
em gel de poliacrilamida 14% e a eletroforese foi realizada utilizando um
sistema Mighty Small com uma corrente de 20 mA por gel. Apés a eletroforese
o gel foi cortado e uma das metades (aquela contendo as fragdes sem -
mercaptoetanol) foi lavada com agua destilada estéril varias vezes para a
remocdo do SDS e posteriormente colocada sobre uma placa contendo uma
fina camada de BHA. Sobre ele foi despejado um BHA contendo
aproximadamente 10° UFC/mL de L. monocytogenes ATCC 7644. Apbs 24
horas de incubacao em estufa a 37 °C, foi observada a presenca de halos de
inibicdo na banda correspondente a substancia antimicrobiana de natureza

protéica existente. A outra metade do gel (onde foram colocadas as amostras
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com B-mercaptoetanol) foi corada com Coomassie blue G250 para observar as

bandas de proteina.

3.14.2 Eletroforese capilar
A eletroforese capilar foi realizada em (equipamento) conforme
descrito por Kist et al. (1994), utilizando um capilar de 60 cm x 50 pm.
Amostras de 5 ml foram aplicadas utilizando tampé&o citrato 50 mM, pH 4,5 para

a corrida e deteccao por fluorescéncia.

3.14.3 Espectroscopia de Infra-Vermelho
O espectro de infra-vermelho foi medido como um pellet de brometo

de potassio, registrado em um espectrdmetro por transformada de Fourier

(Madison, W1, USA).

3.14.4 Espectroscopia de massas

Esta determinacao foi realizada pelo Dr. Daniel Lorenzini do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Sao Paulo. Uma amostra de
bacteriocina  purificada  foi  dialisada contra 4gua @ Milli-Q e
liofilizada. Este material foi dissolvido em &cido trifluoroacético
0,046%, aplicado em resina cromatografica C18 (Vydac, EUA)
empacotada em uma ponteira de 200 ul para micropipetadores, eluido da
resina com 80% acetonitrila e 0,046% acido trifluoroacético e concentrado em
centrifuga a vacuo (modelo SpeedVac SC100, Savant, EUA). Em seguida a

amostra foi analisada em um espectrometro de massas MALDI-TOF (Ettan
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MALDI-TOF/Pro system, Amersham Biosciences, Sweden), operando em modo

"reflectron” e usando a matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico.

3.15 Determinacao da proteina soluvel

Para determinar a concentracdo de proteina soluvel em cada uma
das etapas de purificacao foi utilizado o método de Lowry et al. (1951) com a
utilizacdo de reagente de Folin e Ciocalteau (FC). A curva padrao foi realizada
com soro de albumina bovina. A absorbéancia foi medida a 560 nm. Todas as

determinacdes foram feitas em triplicata.

3.16 Efeitos sobre Listeria monocytogenes

3.16.1 Microscopia eletronica de transmissao
Foi realizado um pré-indéculo da bactéria indicadora em tubo
contendo 10 mL de BHI incubado na estufa a 37 °C durante 18 horas. Apéds
este periodo, a cultura foi diluida com meio BHI até obter uma concentragédo de
aproximadamente 10° células por mL (através de realizagdo prévia de curva
padrdo). Em tubo de microcentrifuga, uma aliquota de 1 mL da solugcédo da
bactéria indicadora foi incubada por 1 hora com a 1600 UA/mL da substancia
com atividade antimicrobiana. O controle foi feito colocando-se tampao fosfato
10 mM pH 7,0. A preparagdo das amostras para a microscopia eletrénica foi

feita conforme descrito no item 3.4.1.



51

3.16.2 Determinacao da concentracao inibitéria minima

Na determinagéo da concentragao inibitéria minima (CIM) utilizaram-
se o0s métodos descritos no manual do National Committee of Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) (2006), modificado para a utilizacao de
microplacas.

Nesta avaliagdo, 100 pL de uma suspensdo contendo 10°® UFC/mL
do microrganismo em BHI foram adicionados em 100 pL de solugao fisiol6gica
estéril contendo diferentes concentragdes da fracdo Il. As concentracoes
utilizadas foram de 50 UA/mL a 12800 UA/mL (concentracao final). No controle
positivo foi utilizada solucao fisiolégica estéril no lugar da fracdo Il. Nos
controles negativos foram colocados 100 uL de meio BHI estéril e 100 uL das
diferentes concentragées da fragcdo Il. Posteriormente, as placas foram
incubadas durante 24 h a 25 °C.

A menor diluigdo da fragdo Il onde ndo houve crescimento foi

considerada como a CIM.

3.16.3 Determinacao da concentracao bactericida minima

A determinagdo da concentragdo bactericida minima (CBM) foi
realizada semeando uma aliquota de 20 pyL dos pocos que ndo apresentaram
crescimento em pogos de outra microplaca contendo 100 yL de BHI estéril. Os
controles também foram reinoculados. A microplaca foi incubada em estufa a
25 °C durante 24 h. A menor diluicdo da fracdo Il onde nao houve crescimento

foi considerada como a CBM.
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3.16.4 Curva dose-resposta

Uma suspensdo em BHI de Listeria monocytogenes contendo 10°
UFC/mL foi inoculada com diferentes concentragcdes da fracdo | (entre 50
UA/mL e 6400 UA/mL concentracdo final) durante 120 minutos. Foram
determinadas em cada caso as UFC/mL finais. O experimento foi realizado em
triplicata.

O mesmo experimento foi realizado com a fragéo Il. Para esta foram

utilizadas concentragdes entre 50 UA/mL e 3200 UA/mL de concentragao final.

3.16.5 Cinética de acao da substancia antimicrobiana

Ap6s determinar a dose minima capaz de eliminar 10° UFC/mL para
as Fracdes | e Il em 0 minutos, foi determinada a cinética de acdo de ambas
fragcdes . Para isto, inoculou-se uma suspensao em BHI contendo 10° UFC/mL
de L. monocytogenes ATCC 7644 com a dose de 3200 UA/mL da fracdo | e
determinaram-se as UFC/mL apés 2, 4, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 75, 90 e 105
minutos de incubagdo a 25 °C. O controle foi realizado colocando solugao
fisiolégica estéril no lugar da fragéao I. O experimento foi realizado em duplicata.

O mesmo experimento foi realizado com a fragdo Il. Neste caso
também foi utilizada uma concentracéo final de 3200 UA/mL. As UFC/mL foram

determinadas apoés 2, 4, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos de incubacéo a 25 °C.



4 RESULTADOS

4.1 Microrganismo produtor

4.1.1 Microscopia eletrénica

A figura 4 mostra as fotos da microscopia eletrénica de trasmisséo
de células do microrganismo produtor com 24 e 48 horas de cultivo. A
observacao do isolado mostra bastonetes com enddsporos. Os esporos sao
elipticos, localizados em posicdo terminal. A microscopia eletrbnica de
transmissdo mostrou caracteristicas morfolégicas tipicas de células Gram-
positivas. A membrana citoplasmatica é coberta por uma camada de

peptideoglicanos.
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FIGURA 4: Microscopia eletrénica de transmisséo de células de Bacillus sp.

P45 em cultivo de 24 (a) e 48 (b) horas. ICTA-UFRGS, 2006.

4.1.2  Caracterizacao citomorfoldgica, bioquimica e
fisiolégica

A linhagem produtora foi submetida a estudos taxonémicos

baseados na morfologia celular, morfologia da col6nia, caracteristicas de
crescimento e diversos testes bioquimicos.

Os resultados dos testes citomorfolégicos estdo mostrados na tabela

2 e os resultados dos testes bioquimicos e fisiol6gicos na tabela 3.
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TABELA 2: Resultados da citomorfologia.

TESTE RESULTADO
Tamanho das Comprimento (um) 2,8
células Largura (um) 0,8
Esporos Forma eliptico
Deformacao/ Esporangio -
Posicao terminal
Coloracao Gram +
Mobilidade +

+, positivo; - negativo.

TABELA 3: Resultados das provas bioquimicas e fisiolégicas.

TESTE RESULTADO

Hidrélise da Esculina

Hidrélise da Caseina

Hidrolise do Amido

Hidrélise da Tirosina

Producéao da Catalase

Producéo da Lecitinase

Producgéo do Acetil-Metil Carbinol (Acetoina)
Producao do Indol

Utilizag&o do Citrato

Liquefagcéo da Gelatina

Reducédo do NO3 — NO,

Crescimento Anaerdbico

Crescimento em NaCl 5%
Crescimento em NaCl 7%
Crescimento em NaCl 10%
Crescimento em pH 5,7

Crescimento na Temperatura de 50°C
Fermentacéo da Glicose
Fermentacédo da Arabinose
Fermentacao da Xilose

Fermentacédo do Manitol
Fermentacao da Glicose — P/ Producao de Gas

L L Tk T T S S S S S S S B S R S S S

+, positivo; - negativo.

As células sdo bastonetes Gram-positivos e sao anaerdbios
facultativos. As colénias sdo amplas, membranosas e irregulares. A bactéria foi

catalase positiva e oxidase negativa.
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Os testes realizados indicaram que a bactéria pertence ao género

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

4.1.3 Analise filogenética

O sequenciamento do rDNA 16S e a subsequente comparacdo com
as espécies do género Bacillus indicou que a bacteria utilizada neste estudo
esta relacionada as espécies B. subtilis e B. amyloliquefaciens. A figura 5

mostra o dendograma filogenético.

Bacillus infernus (U20385)
Bacillus cereus (D16266)

56 Bacillus mojavensis (AB021191)
45 : Bacillus subtilis (X60646)

99 70— Bacillus subtilis (AB018487)
Bacillus sp. (AF411118)
90 - ?': P45
99 Bacillus amyloliquefaciens (X60605)

Bacillus licheniformis (X68416)
62 — Bacillus firmus (X60616)
99 L—— Bacillus subterraneus (AY672638)
1_00: Bacillus thermoleovorans (226923)
Bacillus stearothermophijlus (AB021196)
95 Bacillus thermoglucosidasius AB021197)
Bacillus coagulans (D16267)

FIGURA 5: Dendograma filogenético baseado na sequtiéncia do rDNA 16S
indicando a posicao do isolado P45 entre representantes do género
Bacillus. ICTA-UFRGS, 2006.
4.2 Curva de crescimento e producao
A bactéria produtora foi incubada aerobicamente em TBS a 30 °C
sob agitacdo mecanica. O crescimento celular alcancou a fase estacionéria

apdés 16 horas de incubacdo. A atividade antimicrobiana foi inicialmente

detectada na fase de crescimento exponencial e a atividade maxima foi
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observada em 30 horas, quando a bactéria estava na fase estacionaria (Figura
6). O pH manteve-se constante em 7,5 durante todo o crescimento. Nao foi

observada inativacao da atividade antimicrobiana durante o cultivo

Atividade antimicrobiana (UA/ml)

3
3

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tempo (h)

FIGURA 6: Curva de crescimento e producdo de atividade antimicrobiana. A
densidade Optica (®), e a atividade antimicrobiana (m) foram

monitorados. ICTA-UFRGS, 2006.
4.3 Caracterizacao do sobrenadante bruto
4.3.1 Espectro de acao
A atividade antimicrobiana do sobrenadante bruto foi testada
contra diversos microrganismos, entre eles bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e também leveduras. Os halos de inibicao obtidos quando 20 uL do
sobrenadante foram aplicados sobre discos de celulose de 6 mm de diametro
nas placas previamente inoculadas com 0s microrganismos indicadores estao
demonstrados na tabela 4. Foi encontrada atividade entre microrganismos
Gram-positivos e Gram-negativos. Algumas bactérias patogénicas e

deteriorantes de alimentos como L. monocytogens, E. carotovora e isolados
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clinicos de Streptococcus sp. e Staphylococcus aureus foram inibidas pelo
sobrenadante.

TABELA 4: Espectro de agédo do sobrenadante bruto.

Culturas indicadoras Halo de inibicao (mm)Y

Gram positivas

Actinomyces sp. (clinico) -
Bacillus cereus (alimento) 9,7*

Bacillus cereus 8A (solo) 8,5
Bacillus subtilis (alimento) 8,5*
Bacillus sp. BL16 7
Brevibacterium linens ATCC 9172 13
Brevibacterium linens ATCC 19391 13
Brochotrix termosphacta ATCC 11105 20
Corynebacterium fimi NTCS 7547 10,5
Enterococcus faecalis (alimento) 13
Erwinia caratorvora A132 12,5
Erwinia caratorvora A325 13
Erwinia caratorvora caratorvora 329 -
Listeria innocua (alimento) 8*
Listeria monocytogenes ATCC7644 11
Rhodococcus sp. (clinico) 11
Staphylococcus aureus ATCC 25923 -
Staphylococcus aureus (alimento) 12*
Staphylococcus aureus 4059 (clinico) 15*
Staphylococcus aureus 5089 (clinico) 10*
Staphylococcus epidermidis (clinico) 13*
Staphylococcus intermedius (clinico) 12
Streptococcus sp. (clinico- B hemolitico) 13
Streptococcus sp. (clinico — sinosite) 15
Streptococcus sp. (clinico — urina) 14

Gram negativas

Aeromonas hydrophila ATCC 7966 -
Aeromonas sp. (clinico) -
Enterobacter aerogenes (alimento) -
Escherichia coli (alimento) -
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 13,3*
Pasteurella haemolitica (clinico) 8
Pseudomonas sp. (clinico) -
Salmonella Enteretidis (alimento) -

Salmonella Gallinarium (clinico) 10
Leveduras

Candida sp. (alimento) -

Kluyveromyces marxianus CBS 6556 8

¥ Diametro ao redor do halo; * Halos com col6nias resistentes; - sem inibi¢ao.
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4.3.2 Estabilidade térmica

O sobrenadante bruto foi incubado durante 30 min em diferentes
temperaturas e a sua atividade residual foi determinada. A atividade mostrou-
se estavel a todas as temperaturas testadas, mantendo aproximadamente

100% da sua atividade (Figura 7).

140

120 ]

—~ 100 ¢

80

60 -

Atividade residual (%

40

20 -

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Temperatura (2C) / 30 min.

FIGURA 7: Estabilidade térmica da atividade antimicrobiana do sobrenadante
bruto apds incubacao em diferentes temperaturas durante 30 min.
ICTA-UFRGS, 2006.

A atividade também foi mantida ao ser incubado a 100 °C por até 30

min, perdendo parcialmente a sua atividade em intervalos de tempo maiores e

sendo reduzida a metade apés 60 minutos (Figura 8).
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FIGURA 8: Estabilidade térmica da atividade antimicrobiana a 100 °C durante
diferentes intervalos de tempo. ICTA-UFRGS, 2006.

A atividade foi perdida totalmente a 4 °C por um periodo de 10 dias
(Tabela 5). Ao passar pelo processo de liofilizacdo houve perda parcial da sua

atividade, mantendo-se em 80%.

TABELA 5: Estabilidade térmica da atividade antimicrobiana do sobrenadante

bruto.
TRATAMENTO ATIVIDADE RESIDUAL * (%)
40 °C / 30 min 100 £ 15
60 °C / 30 min 100 £ 15
80 2C / 30 min 100+ 15
100 2C / 30 min 110 £ 25
121 °C /115 kPa/ 15 min 70+ 10
4 °C /10 dias 0
-20 °C / 15 dias 100+ 10
Liofilizagao 80+ 10

Atividade residual comparada com a atividade antimicrobiana antes do
tratamento térmico (conforme equacgéao 1).
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4.3.3 Estabilidade e atividade em diferentes pHs

Foi avaliada a atividade em diferentes pHs e a estabilidade da
atividade antimicrobiana do sobrenadante bruto em diversos pHs (de 3 a 10). O
resultado & mostrado na Figura 9. O sobrenadante mostrou-se estavel até o pH
10, mantendo pelo menos 80% da sua atividade, perdendo 40% da sua
atividade em pH 11. O sobrenadante mostrou aproximadamente a mesma
atividade em pHs entre 6 € 10 (90 a 110%), sendo de aproximadamente 125 %

em pH 5.
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FIGURA 9: Influéncia do pH na atividade antimicrobiana do sobrenadante
bruto. Estabilidade frente a diversos pHs (e) e agcdo em diferentes
pHs (0). ICTA-UFRGS, 2006.
4.3.4 Estabilidade frente a enzimas proteoliticas

O sobrenadante bruto foi tratado com papaina, pronase E,

proteinase K e tripsina para testar o efeito de enzimas proteoliticas, sendo
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determinada sua atividade residual. O sobrenadante manteve a sua atividade
ao ser tratado com 2 mg/mL de todas as enzimas testadas. Ja com uma
concentragao final de 10 mg/mL s6 manteve a sua atividade frente a papaina

(Tabela 6).

TABELA 6: Atividade residual do sobrenadante bruto apds tratamento com
enzimas proteoliticas.

ENZIMA CONCENTRACAO ATIVIDADE RESIDUAL (%)
FINAL (mg/mL)

Pronase E 2 86 +15
10 0
Proteinase K 2 98 +6
10 0
Tripsina 2 98 +9
10 0
Papaina 2 100+ 9
10 95+12

Testes realizados em pH 7,0 e incubacdo a 372 C durante 1 h.
Posteriormente foi avaliada a atividade residual frente a L.
monocytogenes ATCC 7644.

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

O efeito de diferentes substancias quimicas no sobrenadante bruto
foi avaliado. A atividade antimicrobiana foi totalmente perdida ao ser tratado
com acido tricloroacético. Quando tratado com solventes organicos e outras

substancias, a atividade foi diminuida a 70% por tolueno e deoxicolato de sédio

e totalmente perdida com o 1-butanol (Tabela 7).
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TABELA 7: Efeito de diferentes substancias quimicas na atividade

antimicrobiana do sobrenadante bruto

TRATAMENTO CONCENTRAGCAO ATIVIDADE RESIDUAL (%)
Acetona 50% (v/v) 100
Cloroférmio 50% (v/v) 100
Dimetil sulféxido 50% (v/v) 100
Etanol 50% (v/v) 100
Metanol 50% (v/v) 100
Butanol 50% (v/v) 0
Xilol 50% (v/v) 100
Tolueno 50% (v/v) 70
EDTA 10 mM 100
Acido tricloroacético 100 mg/mL 0
Deoxicolato de sédio 1 mg/mL 70
Tween 20 10% (Vv/Vv) 100
Tween 80 10% (Vv/v) 100

Testes realizados incubando o sobrenadante tratado a 372 C durante 2
h para os solventes organicos e 1 h para detergentes. Para o TCA a
incubacao foi realizada a 4° C durante 2 h, centrifugado e neutralizado.
Posteriormente foi avaliada a atividade residual em cada caso frente a

L. monocytogenes ATCC 7644.

4.3.6 Estimativa do peso molecular

O sobrenadante bruto foi submetido a duas condigdes de

cromatografia de gel filtracdo em coluna de Sephadex G-100. Na primeira, que

foi realizada com tampéo fosfato 10 mM, a atividade antimicrobiana foi eluida

no volume morto da coluna (previamente determinado), sugerindo um peso

molecular maior que 150 kDa. Foi entdo realizada uma eluicdo com tampéao

com alta forga ibnica (contendo 1,5 M NaCl) e, neste caso, a atividade

antimicrobiana foi detectada dentro do volume de resolugédo da coluna (Figura

10). A comparacao do perfil de eluicdo da substancia com o padrdo de peso
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molecular conhecido (inibidor de tripsina) sugere um peso molecular para a

substancia antimicrobiana inferior a 20 kDa (resultado ndo mostrado).
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FIGURA 10: Perfis de eluicdo da atividade antimicrobiana durante
cromatografia de gel filtracdo. Foi medida a absorbéancia a 280 nm
do sobrenadante eluido com tampao fosfato 10 mM (e) ou tampéao
fosfato 10 mM contendo 1,5 M de NaCl (o ) e a atividade do
sobrenadante eluido com tampéao fosfato 10 mM (m) ou tampéao
fosfato 10 mM contendo 1,5 M de NaCl (o). ICTA-UFRGS, 2006.

4.4 Determinacao do efeito contra Listeria monocytogenes

ATCC 7644

A figura 11 mostra o efeito do sobrenadante bruto contra a cultura de
Listeria monocytogenes ATCC 7644 na fase inicial de crescimento exponencial.
Pode-se observar que 1,5 horas apds a aplicacao do sobrenadante bruto todas

as células da bactéria indicadora foram mortas. O efeito bacteriolitico foi

verificado pela queda da absorbancia para aproximadamente 0,06.
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FIGURA 11: Efeito do sobrenadante bruto contra Listeria monocytogenes
ATCC 7466. Apds 4:30 min (indicado com uma seta) foi adicionado
o0 sobrenadante com uma concentragéo final de 100 UA/mL. Foi
acompanhada a absorbancia a 600 nm do controle (o) e do tratado
(m) e as UFC / mL do controle (o) e do tratado (e ). ICTA-UFRGS,
2006.
4.5 Purificacao da substancia antimicrobiana
4.5.1 Precipitacao fracionada com sulfato de aménio
A tabela 8 mostra os dados da precipitacdo fracionada. Pode-se
observar que o precipitado obtido no intervalo de 20 a 50% de saturacédo de
sulfato de aménio apresenta a maior atividade especifica (1.240 UA/mg de

proteina). O rendimento para o precipitado € de aproximadamente 16%, e a

atividade especifica € 8 vezes maior que a do sobrenadante bruto.
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TABELA 8: Tabela de purificacdo para os diferentes precipitados obtidos na
precipitacao fracionada com sulfato de aménio.

FRACAO A \' AT Prot Prot.T A.E. F.P. Y
UA/mL (mL) (UA) (mg/mL) (mg) (%)
Sobrenadante 1600 50 80000 10,23 511,5 156 1,0 100
bruto
0-20% 0 1 0 3,07 3,07 0 0 0
20-50% 6400 1 6400 5,16 516 1240 7,9 16
50-60% 100 1 100 3,12 3,12 32 0,2 0
60-80% 100 1 100 4,55 4,55 22 0,1 0
80-100% 0 1 0 2,06 2,06 0 0 0
Sob. Final 0 51 0 4,56 232,6 0 0,0 0

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

A Figura 12 mostra o perfil obtido de precipitacao fracionada.
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FIGURA 12: Precipitacdo fracionada com sulfato de aménio mostrando a
atividade especifica (UA/mg proteina) do sobrenadante bruto
(Sob. bruto), de cada precipitado com as diferentes
concentracdes de sulfato de amoénio e do sobrenadante final da
precipitacdo (Sob. final). ICTA-UFRGS, 2006.
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4.5.2 Cromatografia liquida de gel filtracao (G-100)
O melhor intervalo de precipitacdo com sulfato de aménio obtido foi
o de 20 - 50% de saturacao (denominado Fracéo |). Este intervalo foi escolhido
para ser submetido ao passo seguinte do processo de purificacdo, que
consistiu de uma cromatografia de gel filtragdo em coluna (0,8 x 30 cm)
Sephadex G-100 pré-equilibrada com tampéao fosfato 10 mM pH 6,0.
Uma aliquota de 1,0 mL do precipitado ressuspendido neste tampéo
foi aplicada na coluna. As fragcdes de 1,0 mL foram coletadas sendo avaliadas

quanto a sua absorbancia a 280 nm e atividade antimicrobiana (Figura 13).
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FIGURA 13: Perfil de eluicdo do precipitado (20 - 50%) em coluna de gel
filtracdo Sephadex G-100. A absorbancia a 280 nm (e) e a
atividade antimicrobiana em UA/mL ( = ) foram determinadas
para cada fracao coletada. ICTA-UFRGS, 2006.

4.5.3 Cromatografia de troca i6nica (DEAE-Sepharose)
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O passo seguinte do processo de purificagcdo consistia em aplicar a
substancia antimicrobiana obtida no passo anterior em uma coluna de troca
ibnica (DEAE-Sepharose).

As fracbes 4, 5, 6 e 7 obtidas de quatro eluicbes da coluna de gel
filtracdo foram agrupadas, denominadas de fracdo Il e aplicadas numa coluna
(1 x 10 cm) de troca ibnica (DEAE-Sepharose) equilibrada com tampéao fosfato
10 mM pH 7,0. A amostra foi eluida com o mesmo tampao e posteriormente
com um gradiente linear de NaCl de 0 a 1,5 M. A absorbancia a 280 nm e a
atividade antimicrobiana (UA/mL) das fracdes coletadas (3,0 mL) foram

determinadas. Os resultados sdo mostrados na Figura 14.
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FIGURA 14: Perfil de eluicdo da Fracdo Il em coluna de troca i6nica (DEAE-
Sepharose), com tampao fosfato 10 mM pH 7,0 e gradiente
linear de NaCl (0 — 1,5M), indicado pela linea tracejada a partir
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da aliquota 19. A absorbancia a 280 nm (linha cheia) e a
atividade antimicrobiana em UA/mL (¢) foram determinadas para
cada fracao coletada. ICTA-UFRGS, 2006.

As fracoes 34 a 44 foram agrupadas e denominadas Fracéo lll. Esta
fracao foi submetida a uma diélise contra tampéao fosfato 10 mM pH 7,0 com a
finalidade de retirar o sal, ja que a substancia antimicrobiana foi eluida durante
o gradiente salino, em aproximadamente 1,0 M de NaCl. Fracéao lll dialisada foi
denominada Fracao IV.

O passo seguinte da purificagdo foi submeter a Fracdo IV a uma
nova cromatografia de troca iébnica em coluna (DEAE-Sepharose), nas mesmas
condicoes do passo anterior, buscando obter a purificacédo total da substancia.
Os resultados sdo mostrados na Figura 15. O protocolo de purificagcdo foi
realizado em com trés sobrenadantes de dias diferentes, encontrando-se

resultados similares.
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FIGURA 15: Perfil de eluicdo da Fracdo IV em coluna de troca iénica (DEAE-
Sepharose), com tampao fosfato 10 mM pH 7,0 e gradiente
linear de NaCl (0 — 1,5M), indicado pela linea tracejada a partir
da aliquota 22. A absorbancia a 280 nm (linha cheia) e a
atividade antimicrobiana em UA/mL (¢) foram determinadas para
cada fracao coletada. ICTA-UFRGS, 2006.

As fracdes 37 a 46 foram agrupadas e denominadas Fracdo V. A
quantidade de proteina e a atividade antimicrobiana em UA de todas as fracoes
foram realizadas a fim de determinar o fator de purificagcdo e o rendimento da

fracdo . Os resultados obtidos sdo mostrados na tabela 9.
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TABELA 9: Tabela de purificacdo mostrando as fracdes obtidas na purificacao.

FRACAO A \') AT Prot ProtT AE. FP. Y
UA/mL (mL) (UA) (mg/mL) (mg) (%)

Sobrenadante 1600 100 160000 10,23 1023,0 156 1 100
bruto

I 51200 2 102400 9,34 18,7 5482 35,0 64

I 3200 16 51200 1,05 16,8 3048 19,5 16

0l 1600 30 48000 0,21 6,3 7619 48,7 30
[\ 800 30 24000 0,16 48 5000 32,0 15
V 400 27 10800 0,06 1,6 6667 42,6 6,75

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

4.6 Caracterizacao da fracao V

4.6.1 Estabilidade térmica

A substancia antimicrobiana isolada no processo de purificacdo
(Fragédo V) foi incubada durante 30 min em diferentes temperaturas e a sua
atividade residual foi determinada. A atividade mostrou-se estavel a todas as
temperaturas testadas, mantendo aproximadamente 70% da sua atividade

(Figura 16).
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FIGURA 16: Estabilidade térmica da atividade antimicrobiana da fracdo V apos
incubacdo em diferentes temperaturas durante 30 min. ICTA-
UFRGS, 2006.

Ao ser mantida incubada a 100 °C, a atividade antimicrobiana
decresceu com o0 aumento do tempo de incubagdo. Em 60 minutos de

incubacao a atividade foi mantida em aproximadamente 30%. (Figura 17).
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FIGURA 17: Estabilidade térmica da atividade antimicrobiana da fracdo V a
100 °C durante diferentes intervalos de tempo. ICTA-UFRGS,

2006.
A atividade foi perdida totalmente apds autoclavagem (121 °C / 15
min) e ao ser estocado em geladeira por um periodo de 10 dias, mas foi
mantida ao ser congelada por 15 dias e ao sofrer o processo de liofilizacao

(Tabela 10).

TABELA 10: Estabilidade térmica da atividade antimicrobiana da fragaoV

TRATAMENTO ATIVIDADE RESIDUAL (%)
40 °C / 30 min 676
60 °C / 30 min 767
80 2C / 30 min 68+9
100 °C / 60 min 35+10
121 °C /115 kPa/ 15 min 0
4 °C /10 dias 0
-20 °C / 15 dias 100 £ 10
Liofilizacao 95+10

Atividade residual comparada com a atividade antimicrobiana antes do
tratamento térmico (conforme equacgéo 1).
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4.6.2 Estabilidade frente a enzimas proteoliticas
A fragcdo V perdeu totalmente a atividade antimicrobiana frente as
enzimas proteoliticas testadas (papaina, pronase E, proteinase K e tripsina) em

concentragbes de 2 mg/mL.

4.6.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida
Os resultados obtidos na eletroforese séo mostrados na Figura 18. A
regido com atividade aparece em um nivel que corresponde a um peso

molecular inferior a 6,5 kDa. Nao é possivel visualizar, no entanto, uma banda

de proteina correspondente no gel corado.
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FIGURA 18: Eletroforese em gel de poliacrilamida: a) gel de atividade
antimicrobiana contra L. monocytogenes ATCC 7644 da fracéao
V, podendo ser observado na regido escura a inibicdo do
crescimento da bactéria indicadora (atividade antimicrobiana). b)
gel corado do padrao de peso molecular; ICTA-UFRGS, 2006.
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4.6.4 Eletroforese capilar

A fragdo V foi submetida a eletroforese capilar. Os resultados
obtidos sdo mostrados na figura 19. A existéncia de um unico pico confirma a

purificacdo da substancia antimicrobiana.

1 1,093
300 i

250 —
200
150

100

Fluorescéncia (AL )

50 —

T T T T T T ] T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 ] g 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Tempo (min)

FIGURA 19: Eletroforese capilar da fracao V. ICTA-UFRGS, 2006.

4.6.5 Espectroscopia de infravermelho
O espectro de infravermelho da fragao V é mostrado na figura 20.
Podem ser observados os seguintes picos: um pico largo préximo a 3500 cm™
correspondente ao estiramento da ligagdo O-H de grupos hidroxil; pico
assimétrico a 2925 cm’' resultante do estiramento do grupamento —CH,; a 1639

cm” resultante da deformagdo angular da ligagdo N-H combinado com o
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estiramento da ligacdo C-N. Em 1546 ha uma banda devido a absorcao de uma

amida secundaria. (Silverstein et al., 1991; Yakimov et al., 1995).
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FIGURA 20: Espectro de infra-vermelho da fragao V. ICTA-UFRGS, 2006.

4.6.6 Espectroscopia de massas

A andlise do espectro de massas revela um cluster contendo
moléculas que foram observadas a partir de m/z 1518, com picos decrescendo
com diferenca em cerca de 14 Da (Fig. 21). Este padrao indica uma série de
fragmentos homédlogos com diferenga no tamanho de uma cadeia associada de

acido graxo (-CH, = 14 Da).
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Figura 21: Espectro de massas da fragdo V. (ICTA-UFRGS, 2006).

4.7 Efeitos sobre Listeria monocytogenes

4.7.1 Microscopia eletronica de transmissao
As células de L. monocytogenes (10° UFC/mL) tratadas com 1600
UA/mL da substancia antimicrobiana sofreram formacao de poro, com completa

desintegracao da célula (Fig. 22a) o que nao ocorre com o controle (Fig.22b)
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URA 22: Microscopia eletronica de transmissdo de células de L.
monocytogenes tratadas (a) e nao tratadas (b) ICTA-UFRGS, 2006.

4.7.2 Determinagao da concentragéo inibitoria minima

Os resultados da determinacao da concentragéo inibitéria minima da
fracdo para L. monocytogenes ATTC 7644 sdo mostrados na tabela 11. Foi
necessdaria uma concentracdo de 400 UA/mL tanto da Fracédo | quanto da
Fragao Il para inibir o crescimento da linhagem testada.

Tabela 11: Resultado dos testes para determinagao CIM e da CBM das fragoes
| e Il contra L. monocytogenes ATCC 7644.

UA/mL FRACAO | FRACAO I

0 CIM CBM CIM CBM

50 + nt + nt
100 + nt + nt
200 + nt + nt
400 - + - +
800 - - - -
1600 - - - -
3200 - - - -

CIM, concentracdo inibitoria minima; CBM, concentragdo bactericida
minima; +, houve crescimento; -, ndo houve crescimento; nt, ndo testado. A
concentracao de bactéria
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4.7.3 Determinacao da concentracao bactericida minima
Como demonstrado na tabela 11, foi necessario uma concentracao
de 800 UA/mL das duas fracdes testadas (I e IlI) para obter um efeito

bactericida sobre L. monocytogenes ATTC 7644.

4.7.4 Curva dose-resposta

Os resultados da curva dose-resposta para L. monocytogenes ATTC
7644 estdo mostrados na Figura 23 (Fracdo 1) e Figura 24 (Fracao Il). O
namero de células viaveis diminuiu a medida que a concentracdo da
bacteriocina aumentou. Para a Fracao |, uma dose de 400 UA/mL corresponde
a uma diminuicdo de aproximadamente 50% nas UFC/mL (ECsp). A dose
necessaria para provocar a morte de todas as células foi de 800 UA/mL. Os

mesmos resultados foram encontrados para a fragao |l.
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FIGURA 23: Curva de dose-resposta contra L. monocytogenes ATCC
7644 utilizando a fragao | (e) e a fracao Il (m). ICTA-UFRGS, 2006.

4.7.5 Cinética de acao

A cinética das fracoes | e Il foi acompanhada. Os resultados estédo
mostrados nas Figuras 25 e 26. Para ambos os casos, em 10 minutos houve
uma redugdo de aproximadamente 50% da células e em 20 minutos todas as

células estavam mortas.
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FIGURA 24: Cinética de acao das fragdes | e Il (concentracdo final de 3200

UA/mL) contra L. monocytogenes ATCC 7644. UFC/mL do
controle da fracédo | (O) e do tratado com a fragcéo | (®); controle
da fracao Il (o) e do tratado com a fracéo Il (m) . ICTA-UFRGS,
2006.
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5 DISCUSSAO

A Dbactéria produtora de wuma substdncia com atividade
antimicrobiana utilizada neste estudo foi identificada inicialmente, através de
testes bioquimicos, morfologicos e fisiolégicos, como pertencente ao género
Bacillus.

O sequenciamento do rDNA 16S indicou que a linhagem utilizada
neste estudo foi relacionada a Bacillus subtilis e a Bacillus amyloliquefaciens,
entretanto nao foi possivel identifica-la como alguma espécie ja conhecida. A
maior similaridade foi observada com uma linhagem de Bacillus sp. isolada de
Sclerotinia sclerotiorum removido de um girassol (Heliantus annus L.) (Souto et
al. 2004). Para a confirmacdo da espécie ou verificar se trata de uma nova
espécie seriam necessarios outros testes como hibridizagdo DNA-DNA,
determinacao do conteudo de G+C e determinacdo da composicao de acidos
graxos celulares (Takami et al. 1999; Nazina et al. 2001).

Apenas algumas espécies produtoras de bacteriocinas foram
isoladas de peixe como Carnobacterium divergens V41 e C. piscicola V1 de
intestino de trutas (Pilet et al., 1995), C. piscicola Ul 49 de peixe (Stoffels et al.,
1992), C. piscicola 2762 de (Buchanan & Bagi, 1997), Vibrio sp. NM10 de um

peixe japonés (Sugita et al. 1997) e Bacillus sp. NM12 (Sugita et al., 1998).
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Como a maioria das bacteriocinas, a substancia antimicrobiana
produzida por Bacillus sp. P45 foi produzida na fase exponencial de
crescimento e a sua concentracao atingiu o nivel maximo na fase estacionaria
(Pilet et al., 1995). Sugere-se, portanto, que esta substancia seja um metabdlito
primario.

A atividade de algumas bacteriocinas diminui quando a bactéria
produtora entra na fase estacionaria, devido a adsor¢cdo de moléculas da
bacteriocina pela superficie das células produtoras e degradagao proteolitica.
(Parente & Ricciardi, 1994; De Vuyst et al., 1996). No caso da bacteriocina
descrita neste trabalho, ndo foi observada diminui¢cdo na atividade, indicando
uma relativa estabilidade da bacteriocina, embora biossintese de novo nao
possa ser excluida.

Algumas bacteriocinas produzidas por Bacillus sp. possuem um
espectro de acgao restrito, com atividade apenas contra espécies
filogeneticamente relacionadas a espécie produtora. A bacteriocina
caracterizada neste estudo apresentou um espectro de acdo amplo, com a
atividade extendendo-se a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Bactérias como Brevibacterium linens e Aeromonas hydrophila, foram inibidas,
além de bactérias patogéncias e deteriorantes como Bacillus cereus, E.
carotorovora, L. monocytogenes e isolados clinicos e de alimentos de
Staphylococcus aureus. Corynebacterium fimi NCTS 7547, que é descrita como
sensivel a todas as bacteriocinas ja testadas (Oliveira et al., 1998) também foi

inibida.
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Listeriose € uma das doencas de origem alimentar mais importantes
e diversas agéncias regulatérias pelo mundo tentam controlar esta doenca nos
ultimos anos. A L. monocytogenes é amplamente distribuida no ambiente
natural (Fenlon et al., 1996), e, consequentemente, presente em muitos
produtos alimenticios de origem vegetal e animal. Esta bactéria é sensivel a
varias bacteriocinas como nisina, pediocina, lactococina, entre outros
(Mantovani & Russell, 2003). O uso de bacteriocinas ou de espécies produtoras
de bacteriocinas para inibir este patégeno em produtos carneos e lacteos ja foi
descrito (Ananou et al, 2005). Entretanto, esta bactéria pode tornar-se
altamente resistemte a bacteriocinas como nisina e pediocina (Gravesen et al.,
2004, Vadyvaloo et al., 2002). A reducao no numero de células viaveis de L.
monocytogenes registrada apds 2 horas da adi¢do da substancia sugere que o
modo de acdo é bactericida. O rapido decréscimo da absorbancia no teste
suplementar indica que as células de L. monocytogenes foram lisadas,
sugerindo que a linhagem P45 apresente um efeito bacteriolitico sobre este
patdégeno.

A mastite bovina é hoje um dos problemas mais sérios encontrados
na pecuaria leiteira (Bradley, 2002). Esta infec¢cdo geralmente ndo é tratada
satisfatoriamente com antibi6ticos para eliminar a doenca ou prevenir sua
cronicidade. Além da ineficiéncia, o tratamento com antibiéticos gera a
preocupacao de deixar residuos no leite (Clements, 1998; Van-den-Bogaard &
Stobberingh, 1999). Staphylococcus aureus e Streptococcus spp. Sao 0S
agentes etiolégicos mais comuns. O potencial patogénico de Staphylococcus

spp. € aumentado pela sua habilidade em adquirir resisténcia a antibidticos
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(Lowy, 2003). A agdao da bacteriocina contra isolados clinicos de
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. indica um uso potencial como
alternativa a antibiéticos no tratamento e prevencado da mastite. Twomey et al.
(2000) reportaram a diminuigdo de células viaveis de Staphylococcus aureus
em tetos pela acgao lacticina. Também a lacticina foi atribuida a diminuicdo da
infecgdo por Streptococcus em vacas (Ryan et al., 1999).

A inibicdo de Lactobacillus acidophilus, utilizada como cultura
iniciadora de produtos lacteos e com propriedades probidticas, torna-se uma
desvantagem, uma vez que inviabiliza o uso desta bacteriocina neste tipo de
produto.

Na avaliacdo das propriedades da bacteriocina no sobrenadante
bruto, a atividade antimicrobiana foi sensivel a enzimas proteoliticas (pronase
E, proteinase K e tripsina), ainda que em altas concentracées (10 mg/mL). A
atividade também foi perdida no tratamento com TCA, indicando a natureza
protéica da substancia. Diversas bacteriocinas produzidas por espécies de
Bacillus (Paik et al., 1997; Hyronimus et al., 1998), ndo apresentam tal
estabilidade. Alguns Bacillus produzem antimicrobianos que sao peptideos
ciclicos contendo aminoacidos nao usuais, geralmente mais resistentes a
proteases (Gebhardt et al.,, 2002). Além disso, a atividade nao foi sensivel a
mudanca de pH e relativamente estavel ao tratamento com altas temperaturas.
A estabilidade a tratamentos térmicos e a clivagem por proteases € atribuida a
estruturas ciclicas no esqueleto de bacteriocinas como a microcina J25 e B17

(Semenova et al., 2005; Kelleher et al., 1999).
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A atividade antimicrobiana foi eluida no volume morto de uma coluna
de Sephadex G-100, sugerindo um peso molecular maior do que 150 kDa. No
entanto, na presenca de uma alta concentracao salina, a atividade foi eluida
dentro do volume de separagdo da coluna, correspondendo a um peso
molecular inferior a 20 kDa, sugerindo que o peptideo secretado forma grandes
agregados extracelulares. Este fato também ocorreu com a bacteriocina
linocina M18, produzida por Brevibacterium linens (Valdés-Stauber & Scherer,
1994). A associacao de moléculas de bacteriocinas em grandes agregados tem
sido atribuida a natureza altamente hidrofébica dos peptideos.

A deteccdo direta da atividade antimicrobiana em gel de
poliacrilamida sugere que a atividade inibitéria é devida a um peptideo de baixo
peso molecular, isto €, aparecendo numa regiao com peso molecular inferior a
6,5 kDa. Entretanto, o gel de poliacrilamida nao revelou uma banda especifica
correspondendo ao peptideo ativo. Outras bacteriocinas foram dificeis de corar
por razdes desconhecidas (Héchard et al.,, 1992; Van Laack et al., 1992; Villani
et al., 1995; Hyronimus et al., 1998). O baixo peso molecular (1518,554 Da) foi
confirmado por espectroscopia de massas. Outras bacteriocinas produzidas por
Bacillus apresentam baixo peso molecular, como a lichenina produzida por
Bacillus licheniformis com 1400 Da (Pattnaik et al, 2001), algumas
bacteriocinas produzida por Bacillus thurigiensis como a thuricina 439A com
2919,9 Da e a thuricina 439B com 2803,8 Da (Ahern et al., 2003) e a
bacthuticina F4 com 316005 Da (Kamoun et al., 2005).

A bacteriocina estudada neste trabalho foi purificada do meio de

cultivo com uma combinagdo de precipitacdo com sulfato de amébnio, gel
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filtracdo e cromatografia de troca i6nica. A substancia se ligou ao grupo
carregado dietilaminoetil da coluna DEAE — Sepharose, indicando que a
natureza do peptideo é anibnica. O passo correspondente a primeira
cromatografia de troca i6nica, um pico eluido a aproximadamente 0,9 M de
NaCl contém aproximadamente 100% da atividade antimicrobiana. Este pico,
entretanto, nao foi bem resolvido e, possivelmente, ndo correspondeu a apenas
uma substancia. As fragdes com maior atividade foram agrupadas e uma
segunda cromatografia de troca ibnica nas mesmas condi¢coes da primeira foi
realizada. Neste passo foi possivel visualizar um Unico pico também
correspondendo a 100% da atividade antimicrobiana. Este protocolo levou ao
isolamento do composto com atividade antimicrobiana. Um fator de purificacao
de 42,6 foi encontrado, mas a recuperacdo foi de apenas 6,75%.
Considerando-se que a bacteriocina tem caracteristicas anibnicas e
hidrofébicas, estas caracteristicas podem ser utilizadas na elaboracdo de um
método para a recuperacao em grande escala.

A bacteriocina purificada foi mais susceptivel aos tratamentos com
proteases, embora a estabilidade a altas temperaturas foi mantida. A maior
estabilidade da bacteriocina na forma bruta quando comparada a forma
purificada frente a tratamento enzimatico pode estar relacionada a formacao de
agregados moleculares que seriam desagrupados durante a purificacéo,
tornado-a mais sensivel.

Como foi possivel identificar no espectro de infravermelho realizado
com a substancia purificada, bandas de absorcao caracteristicas em 1546,

1649 e 3416 cm™ indicaram que a substancia apresenta ligacdes peptidicas.



88

Essas bandas corresponderam a absor¢des tipicas de proteinas (Maquelin et
al., 2002).

Diferentes experimentos foram realizados com o objetivo de elucidar
0 mecanismo de acao da bacteriocina produzida por Bacillus sp. Os resultados
sugeriram que esta substdncia tem um efeito bactericida sobre L.
monocytogenes, baseado no declinio do numero de células viaveis, iniciado
logo ap6s a adicao da substancia, com total morte celular em vinte minutos. O
efeito bactericida ainda foi demonstrado pela reducao da ODggg, mostrando que
as células da cultura foram lisadas. A microscopia eletrénica, que confirmou a
lise celular ap6s tratamento com a substancia antimicrobiana. O efeito da
substancia, entretanto, depende das condicées do experimento, como a dose e
o grau de pureza da substancia, a cultura indicadora e a sua concentracao
celular (Dalmau et al., 2002).

O crescente aumento da resisténcia microbiana e a busca por novos
métodos de preservacao de alimentos despertam o interesse da industria, na
pesquisa de substancias como as bacteriocinas. Neste trabalho identificou-se,
caracterizou-se e purificou-se uma bacteriocina produzida por uma bactéria
isolada do intestino do peixe Jaraqui (Piaractus mesopotamicus) da bacia
amazobnica. O potencial de aplicacdo desta substincia € seu uso como
bioconservador natural para o combate de microrganismos patogénicos e

deteriorantes.



6 CONCLUSOES

A bactéria Bacillus sp. P45 produz uma bacteriocina durante a fase
exponencial de crescimento e com uma concentragdo maxima na fase
estacionaria, caracterizando-a como um metabdlito primario.

A bacteriocina foi capaz de inibir uma ampla faixa de
microrganismos gram-positivos e gram-negativos, incluindo microrganimos
patogénicos e deteriorantes de alimentos, como Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus e Erwinia carotorvora.

A subtancia antimicrobiana foi purificada por protocolo relativamente
simples, incluindo precipitacdo com sulfato de aménio, cromatografia de gel
filtracdo e cromatografia de troca i6nica.

A substancia antimicrobiana contida no sobrenadante bruto do
cultivo do Bacillus sp. foi mais estavel ao tratamento com enzimas proteoliticas
do que a bacteriocina purificada, mas esta mantém a estabilidade a altas
temperaturas como 100 °C.

O peso molecular da substancia estudada é 1518,554 Da.

A substancia parcialmente purificada tem um ECsy de 400UA/mL

sobre o patoégeno Listeria monocytogenes e mata toda as células com
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800UA/mL, provavelmente provocando lise celular. O efeito bactericida foi

observado em 20 minutos ap6s a adicao da substancia.



7 CONSIDERACOES FINAIS

E possivel citar como perspectivas de novos estudos, baseando-se
nos resultados deste trabalho:

- otimizar as condi¢des de producdo da substancia antimicrobiana, e
buscar substratos mais baratos para a sua producao;

- buscar um método de purificagdo mais simples e barata,
viabilizando a sua producdo em larga escala;

- complementar a caracterizacado quimica, com o sequenciamento
de aminoacidos;

- realizar testes de protecdo em alimentos;

- determinar propriedades como toxicidade, citotoxicidade e DLsg in

vivo e também in vitro.
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