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RESUMO

Este trabalho investigou o potencial de aplicagdo das aureocinas A70 e A53 na
preservacao de alimentos, além de detectar novas bacteriocinas (Bac) com o0 mesmo potencial
de aplicacdo. Na primeira parte deste trabalho, verificou-se que o meio de cultura BHI, ainda
que mais oneroso para a industria, mostrou ser o melhor meio de cultura para a produgédo das
aureocinas A70 e A53. A produgdo méxima da aureocina A70 no meio BHI (1.600 UA/ml) foi
alcangada com 8 h de crescimento da estirpe. Com relacdo a producao da aureocina A53, o
maximo de producgédo foi de 400 UA/ml, com 6 h de crescimento da estirpe no meio BHI. Os
valores determinados para a taxa especifica de crescimento (durante a fase log) foram de 1,41
h™ e tempo de duplicagéo de 30 min, para a estirpe S. aureus A70, e de 1,35 h™ e 31 min, para a
estirpe S. aureus A53, neste meio. O rendimento de conversdo de Bac em relagdo ao consumo
de glicose e as produtividades relativas ao produto (Bac) formado foram maiores para ambas as
estirpes em meio BHI do que no meio YPD. A cinética de agao da aureocina A70 parece ser
bactericida contra a estirpe de Listeria innocua ATCC 33090. Entretanto, esta Bac ndo parece
promover uma lise celular acentuada. Contudo, a agao exercida pela aureocina A53 contra a
mesma estirpe testada foi bacteriolitica. A meia-vida da aureocina A70, a temperatura de 25°C,
foi de oito semanas, enquanto que a 4°C a meia-vida s6 foi observada na 20* semana do
experimento. Com relagéo a temperatura de -20°C, a meia-vida da aureocina A70 ocorreu no
intervalo entre a 20% e a 24® semanas de armazenamento. Com relagédo a temperatura de 25°C,
a meia-vida da aureocina A53 foi observada ja na quarta semana, enquanto que a 4°C s6 foi
detectada apds 72 semanas. Nao foi detectada alterag@o do titulo da aureocina A53 a -20°C,
durante o experimento. Estes resultados mostram que a aureocina A53 é mais estavel com
relacdo a acdo dos fatores temperatura de armazenamento e tempo associado do que a
aureocina A70. Os experimentos de aprisionamento das aureocinas A70 e A53 em matriz de
alginato/gelatina revelaram que uma segdo do filme com 1,5 cm? gerou a formagdo de uma
zona de inibicdo de tamanho igual a 3,4 + 0,2 cm?, proporcionada pela agdo da aureocina A70
contra a estirpe Corynebacterium fimi NCTC 7547, indicando que esta Bac foi liberada da matriz
de alginato/gelatina. Por outro lado, este fato nao foi observado com relacdo a acao da
aureocina A53 aprisionada a esta matriz. Os experimentos de adsorcdo das aureocinas a
material plastico revelaram que ambas permaneceram adsorvidas a superficie plastica utilizada
e ativas.Na segunda parte deste trabalho, 21 estirpes de Staphylococcus spp. de origem animal
foram investigadas quanto a producdo de substancia antimicrobiana (SAM). Apenas quatro
estirpes apresentaram atividade inibitéria contra a estirpe indicadora C. fimi NCTC 7547, sendo
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duas identificadas como S. intermedius, uma como S. hyicus e uma como S. epidermidis. Com
exceg¢ao da substancia produzida pela estirpe 3682, as demais SAM possuem natureza
protéica, revelando serem Bac tipicas. Nenhuma das estirpes parece possuir forma plasmidial,
indicando que a Bac seja codificada pelo cromossomo. A SAM produzida pela estirpe 3682
apresentou-se diferente de todas as estafilococcinas utilizadas neste trabalho. Ela também
inibiu todas as estirpes do género Listeria empregadas e a estirpe de Bacillus coagulans UH,
demonstrando o potencial de aplicagdo desta Bac contra esses microrganismos de importancia
em alimentos. Apés a purificagdo, a Bac 3682 teve a sua massa molecular estimada em 2.139
Da.
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Abstract

This work investigated the potential application of aureocins A70 and AS53 in food
preservation or as therapeutical agents, and searched new bacteriocins (Bac) with the same
potential application. In the first part of this work, it was verified that the culture medium BHI,
despite of being more onerous for the industry, proved to be the best culture medium for the
production of aureocins A70 and A53. The maximum production of aureocin A70 in BHI medium
(1,600 AU/ml) was reached with 8 h of bacterial growth. With regard to the production of
aureocin A53, the maximum production achieved was 400 AU/ml, with 6 h of growth of the strain
in BHI medium. The values determined for the specific growth rate (in the log phase) were of
1,41 h'" and the time of duplication was 30 min, for the strain S. aureus A70, and 1,35 h'' and 31
min, for the strain S. aureus A53, in this same medium. The yield of conversion of bacteriocin
(Bac) in relation to glucose consumption and the relative productivity to the product (Bac) formed
were higher for both strains in the BHI medium than in YPD. The kinetics of action of aureocin
A70 seemed to be bactericidal against the strain Listeria innocua ATCC 33090. However, this
Bac did not seem to promote a striking cellular lysis. However, the action exerted by aureocin
A53 against the same tested strain was bacteriolytic. With regard to the shelf-life, the initial titre
of aureocin A70 remained unchanged, at the different temperatures, until the fourth week of
storage. The half-life of aureocin A70 was observed in the eight week at the temperature of
25°C and in the 20" week of the experiment at 4 °C. With regard to the temperature of -20°C, the
half-life of aureocin A70 occurred in the interval between the 20™ and 24" weeks of storage. It
was not observed any change in the initial titre of aureocin A53 in the first 48 weeks of the
experiment, at the temperatures of -20°C and 4°C. With regard to the temperature of 25°C, the
half-life was observed already in the fourth week of the experiment. The half-life of aureocin A53
at 4°C was only detected after 72 weeks of storage. There was no alteration of the titre of
aureocin A53 at -20°C, during the entire experiment. These results show that aureocin A53 is
more stable with regard to the action of the factors temperature of storage and time associated
than aureocin A70. The experiments of capture of the aureocins A70 and A53 in alginato/gelatin
matrix showed that a section of the film with 1.5 cm? generated the formation of an inhibition
zone of 3.4+ 0.2 cm? due to the action of aureocin A70 against Corynebacterium fimi NCTC
7547, indicating that this Bac was released from the alginate/gelatin matrix. On the other hand,
the same was not observed with regard to aureocin A53 imprisoned to this matrix. The
experiments of bacteriocin adsorption on the plastic material used for food conservation showed
that both aureocins remained adsorbed to the plastic surface and active.

XV



In the second part of this work, 21 strains of Staphylococcus spp. of animal origin were
investigated for antimicrobial substance (AMS) production. Only four strains showed inhibitory
activity against the indicator strain C. fimi NCTC 7547. Half of them was identified as S.
intermedius and the others were identified as S. epidermidis and S. hyicus. With exception of the
substance produced by strain 3682, the other AMS possess proteinaceous nature, being,
therefore, typical Bac. None of the strains seems to possess plasmid DNA, indicating that the
Bac is encoded by the chromosome. The AMS produced by strain 3682 proved to be different
from all staphylococcins used in this work. It also inhibited all strains of the Listeria genus tested
and the strain Bacillus coagulans UH, revealing the potential application of this Bac against
these microrganisms of importance in foods. After purification, the molecular mass of Bac 3682
was estimated as 2,139 Da.
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Introducao

Bacteriocinas (Bac) sdo proteinas ou peptidios antimicrobianos com capacidade de
matar ou inibir o crescimento de, pelo menos, estirpes de uma mesma espécie ou de espécies
evolutivamente relacionadas a bactéria produtora. A habilidade das Bac produzidas por
bactérias Gram-positivas inibirem varios patdégenos presentes em alimentos, como Listeria
24monocytogenes e Clostridium botulinum, demonstra a relevancia do estudo destas
substancias. L. monocytogenes é um importante patdégeno de seres humanos e de animais,
sendo a listeriose em animais de grande importancia econémica, resultando em 60% de casos
fatais. Outro importante ponto é a facilidade de contaminacao por este microrganismo, que pode
ser causada pelas maos, utensilios contaminados e até pelo ar (STILES, 1996).

As aureocinas A70 e A53 sdo Bac produzidas pelas estirpes de Staphylococcus aureus
A70 e A53, respectivamente, e que possuem um amplo espectro de acdo contra bactérias
Gram-positivas, inclusive contra L. monocytogenes.

Hoje em dia, consumidores estdo cada vez mais preocupados com os aditivos que séo
utilizados na conservacgao de alimentos. Os beneficios de alimentos naturais, processados com
a menor quantidade de preservativos quimicos, estdo se tornando cada vez mais atrativos
(SETTANNI & CORSETTI, 2008). Na Europa, por exemplo, existe uma crescente necessidade
de eliminacao do uso de aditivos e de ingredientes artificiais em alimentos, tornando-os menos
processados, prontos para consumo e com apelo de alimentos funcionais. A demanda por estes
tipos de alimentos poderia ser alcancada, mesmo que em parte, através do emprego das Bac
como biopreservativos de alimentos (GALVEZ et al., 2007).

Alimentos podem ser suplementados com preparacdes ex situ de Bac, na sua forma
purificada ou semipurificada, ou pela inoculagdo da estirpe produtora de Bac, sob condi¢cdes
que favorecam a sua producao (STILES, 1996). As Bac que sao produzidas ex situ podem
também ser aplicadas imobilizadas a uma matriz. As matrizes atuam como reservatorios e/ou
como difusores de moléculas de Bac aprisionadas, sendo aplicadas em alimentos, promovendo
a sua protecdo. A matriz, por outro lado, pode conferir protegdo a Bac, uma vez que a interacao
com componentes do alimento pode vir a promover a inativacdo da Bac. Uma variedade de
métodos de imobilizacdo vem sendo propostos, como: adsor¢cao das Bac a materiais plasticos,
incorporacdo a matrizes de diversos tipos, como gelatina, alginato, celulose, polietileno, entre
outros. Um recente avanco neste campo foi a utilizacdo de Bac imobilizadas para o
desenvolvimento de embalagens antimicrobianas. Com isso, a utilizagdo de filmes contendo



Bac pode vir a aumentar a qualidade e seguranca, além de prolongar a vida de prateleira de
produtos alimenticios (GALVEZ et al., 2007) .

Com o aumento do numero de estirpes bacterianas resistentes a acao de
antimicrobianos, especialmente contra varios patégenos humanos e animais, a procura por
novas substancias e estratégias para o controle e combate de infeccoes deste tipo vem sendo
acentuada. Uma estratégia alternativa para o combate de infecgcdes, como as descritas
anteriormente, seria 0 possivel emprego das Bac. A maioria das estafilococcinas, Bac
produzidas por estirpes de Staphylococcus spp., inibe muitas espécies bacterianas, incluindo
varios patégenos, e, portanto, possui potencial de aplicacdo, tanto como aditivos quimicos,
quanto na prevencao e no tratamento de infec¢des bacterianas.



2. Revisao Bibliografica

2.1 O género Staphylococcus

Em 1884, Rosenbach descreveu pela primeira vez os membros do género
Staphylococcus: cocos Gram-positivos em forma de cachos irregulares, iméveis, nao
formadores de esporos, catalase-positivos, anaerébios facultativos, possuindo um genoma com
baixo conteudo G+C, entre 30 e 39% (ROSENBACH, 1884, apud KLOOS, SCHLEIFER &
GOTZ, 1991; BANNERMAN & PEACOCK, 2007). Estes microrganismos pertencem & familia
Staphylococcaceae (GARRITY & HOLT, 2001) e, segundo Euzéby (2007), o género é composto
por 41 espécies e 24 subespécies.

Os estafilococos estdo amplamente distribuidos na natureza, embora sejam
freqlentemente isolados de pele e de membranas mucosas de humanos e de animais. Sao
encontrados algumas vezes na boca, nas glandulas mamarias, no sangue, nos tratos
respiratorio superior, intestinal e geniturinario (KLOOS, SCHLEIFER & GOTZ, 1991). Sao
também isolados de uma variedade de alimentos como carnes, queijos e leite (IRLINGER,
2008).

Os estafilococos sao divididos em dois grupos, os coagulase-positivos (SCP) e os
coagulase-negativos (SCN), baseando-se na presenga ou na auséncia da enzima coagulase,
que converte o fibrinogénio do plasma sanglineo em fibrina. Dentre as espécies de SCP,
podemos destacar S. aureus, S. intermedius e algumas estirpes de S. hyicus, e, entre os SCN,
as espécies S. epidermidis, S. simulans e S. capitis, entre outras (MADIGAN, MARTINKO &
PARKER, 2004; BANNERMAN & PEACOCK, 2007).

2.1.1 Staphylococcus aureus

Pertencente ao grupo dos SCP, os Staphylococcus aureus foram a primeira espécie a
ser identificada, sendo sempre associados a uma série de infecgbes, como feridas cutineas,
pneumonias, meningites e septicemia (KLOOS & LAMBE, 1991; MADIGAN, MARTINKO &
PARKER, 2004). Ainda € uma espécie de extrema importancia médica, podendo causar
abscessos, infecgdes do sistema nervoso central, endocardites e diversas sindromes, como a
da pele escaldada e a sindrome do choque téxico (BANNERMAN & PEACOCK, 2007).



As infeccOes causadas por S. aureus podem ser divididas em dois grupos: as adquiridas
na comunidade e as adquiridas em ambiente hospitalar. Infec¢des adquiridas na comunidade
incluem doencas mediadas por toxinas, como a sindrome do choque toxico, infecgdes de pele,
celulites, endocardites, infeccoes do trato urinario, entre outras. No que diz respeito a infeccoes
nosocomiais ocasionadas por este microrganismo, estas infec¢cdes podem estar associadas, por
exemplo, com a utilizacdo de ventiladores, em casos de pacientes com pneumonia, com a
utilizagéo de dispositivos intravenosos, em casos de bacteriemia, e com infec¢des relacionadas
ao emprego de enxertos vasculares (PEACOCK, 2007; BANNERMAN & PEACOCK, 2007).

S. aureus é o maior agente causador de artrite séptica primaria e osteomielite em todas
as idades. Complicacées, como sepse, necrose tecidual e dor crénica, podem levar o individuo
a paralisia e a morte se a infeccdo por este microrganismo nao for diagnosticada e combatida
rapidamente (PEACOCK, 2007).

Qutro tipo de infecgao associada aos S. aureus sao as infecgdes pulmonares. Estas se
estabelecem através da inalagdo do microrganismo a partir do local de colonizag¢do, via tubo
endotraqueal em pacientes com necessidade de utilizagao de ventiladores, ou através da sua
disseminacao devido a casos de bacteriemia. Seu diagnéstico é complicado, uma vez que este
microrganismo é um colonizador normal do trato respiratério superior. A necrose do tecido
pulmonar pode ser observada pela rapida proliferagdo do microrganismo, afetando
principalmente criangas saudaveis e adultos jovens (GILLET & ISSARTEL, 2002 apud
PEACOCK, 2007).

A produgédo de enterotoxinas por S. aureus estd comumente associada com casos de
intoxicacao alimentar. As enterotoxinas estafilococicas sdo caracterizadas como sendo
proteinas simples, ricas em lisina, tirosina, acidos aspartico e glutdmico, apresentando duas
moléculas de cisteina formando ponte de dissulfeto. Possuem peso molecular variando entre 26
kDa e 29 kDa e, quando em seu estado ativo, apresentam resisténcia a acdo de enzimas
proteoliticas como tripsina, papaina e pepsina. A enterotoxina A € a mais freqliente e atua como
um superantigeno, envolvendo a estimulagao sistémica de um grande numero de células T
(SHILIEVERT et al., 2000; YOUNIS et al., 2003).

A sindrome da pele escaldada € outra doenga comumente associada a infec¢des por S.
aureus e se refere a varias bolhas na pele, induzidas pelas toxinas esfoliativas. Esta doenca
afeta, em geral, neoatos e criangas pequenas, apesar de que adultos com doencas debilitantes
também podem ser susceptiveis. A gravidade desta doenca varia de poucas bolhas a uma
grave descamacgao, afetando toda a superficie do corpo (PEACOCK, 2007).



Certas estirpes de S. aureus tém sido associadas a sindrome do choque toxico (TSS-
“toxic shock syndrome”), sendo esta doenga o resultado de uma infec¢ao caracterizada por
febre alta, erupgoes cutaneas, vémito, diarréia e, ocasionalmente, a morte. A TSS tem sido
associada ao uso de tampdes por mulheres em periodo menstrual, pois 0 sangue e 0 muco da
vagina tornam-se colonizados por S. aureus hemoliticos da pele e a presenca do tampéao cria
um ambiente propicio para o crescimento deste microrganismo (DINGES, ORWIN &
SCHLIEVERT , 2000; PEACOCK, 2007).

O uso indiscriminado de agentes antimicrobianos, como a meticilina e outras penicilinas,
promoveu a emergéncia de estirpes de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) no ambiente
hospitalar, fato este que vém dificultando o tratamento e o controle das infeccbes provocadas
por este microrganismo. Estirpes de MRSA contém o gene mecA que codifica uma proteina
ligante a penicilina (PBP2a), com baixa afinidade pela droga. Este gene faz parte de um
elemento genético movel presente no cromossomo (cassete cromossémico) destas estirpes e
confere resisténcia a varios antibiéticos B-lactamicos (KATAYAMA, ITO & HIRAMATSU, 2000;
PEACOCK, 2007). Esta situagédo continuou a evoluir com a descricdo de MRSA adquiridos pela
comunidade, colonizando individuos ou envolvidos em casos de infecgao, sendo estas estirpes
resistentes a varios antibidticos ndo pertencentes ao grupo dos B-lactimicos (BANNERMAN &
PEACOCK, 2007). Além disso, estirpes de MRSA resistentes a vancomicina passaram a ser
isoladas a partir de 1997, uma vez que esta resisténcia parece ter evoluido de estirpes de
MRSA em pacientes que receberam tratamento prolongado com vancomicina (PEACOCK,
2007). Este fato vem tornando o tratamento de infecgcbes por este patdégeno cada vez mais
dificil.

No campo da veterinaria, S. aureus juntamente com Streptococcus spp. ainda sao a
causa mais freqliente de mastite bovina, que é uma infeccdo supurativa nos Uberes de vacas,
sendo caracterizada pela grande quantidade de pus produzido e pela eventual destruicao
tecidual do local (JOUSIMIES-SOMER, PYORALA & KANERVO, 1996). Alteracéo da qualidade
do leite, rejeicao do leite pela industria, custos adicionais com a administragcao de antibiéticos
sao alguns dos possiveis prejuizos enfrentados por fazendeiros (COELHO et al., 2007).

Em razdo da problematica envolvendo a resisténcia a antimicrobianos, tanto no ambito
clinico como no campo da veterinaria, o estudo e o desenvolvimento de novos métodos de
controle e de tratamento de infeccoes causadas por este patdégeno se fazem necessarios.



2.1.2 Staphylococcus coagulase-negativos

Até os anos 70, acreditava-se que os SCN eram microrganismos nao patogénicos,
sendo vistos apenas como contaminantes de amostras clinicas. Porém, a sua importancia
clinica tornou-se crescente, uma vez que os SCN vieram a ser identificados como patégenos
oportunistas em pacientes imunocomprometidos, pacientes transplantados, recém-nascidos
prematuros e devido ao uso de dispositivos médicos, como cateteres e préteses (ARCHER,
2000; PEACOCK, 2007). S. epidemidis € uma espécie de SCN que possui a sua patogénese
relacionada principalmente a producdo de polissacarideos extracelulares, responsaveis pela
producéo de biofilme em superficie de biomateriais. E um patégeno que é relacionado também
com casos de bacteriemia, infecgdes oculares e do trato urinario (BANNERMAN & PEACOCK,
2007).

S. haemolyticus é outra espécie de SCN com importancia na area médica, uma vez que
€ o segundo SCN mais encontrado em infec¢gdes em humanos, estando relacionado a casos de
septicemia, peritonite, infecgdes do trato urinario, entre outros (BANNERMAN & PEACOCK,
2007).

A maioria dos casos de infeccdes do trato urinario em mulheres jovens e sexualmente
ativas é ocasionada por S. saprophyticus, outra espécie de SCN bastante estudada e que é o
agente de 42% de todos os casos de infec¢des do trato urinario em mulheres com idades entre
16 e 35 anos (GATERMANN & CROSSLEY, 1997, MAURIELLO et al., 2004; BANNERMAN &
PEACOCK, 2007; IRLINGER, 2008).

No campo da veterinaria, os SCN vém sendo considerados patégenos de menos
importancia do que os S. aureus, em casos de mastite bovina (NASCIMENTO et al., 2005).
Entretanto, espécies de SCN, como S. chromogenes, S. simulans, S. hyicus e S. epidermidis,
vém sendo freqlentemente isoladas de amostras de leite originado de vacas com mastite. No
periodo de lactagdo, as infeccées ocasionadas por estirpes de SCN estdo associadas ao
aumento do nimero células somaticas encontradas no leite, interferindo assim na sua qualidade
(PYORALA & TAPONEN, in press).

Varios relatos vém demonstrando a importancia dos SCN em casos de intoxicagao
alimentar, ocasionados pela ingestao de alimentos contaminados. Algumas espécies de SCN,
como S. capitis, S. saprophyticus, S. xylosus, S. epidermidis e S. hyicus, podem estar
relacionadas com casos de intoxicacdo alimentar. A enterotoxina E é a enterotoxina mais

isolada a partir de espécies como S. xylosus e S. equorum isoladas de alimentos, porém,



alguns SCN também podem produzir outras toxinas como a toxina da sindrome do choque
toxico (TSST-1) (ZELL et al., 2008).

2.1.3 Aplicacoes dos Staphylococcus spp. na industria

Muitas espécies de Staphylococcus vém sendo utilizadas na industria de alimentos
como culturas iniciadoras de processos fermentativos de alimentos carneos e de queijos
(NIETO-LOZANO et al., 2002; IRLINGER, 2008), promovendo um aumento da vida de prateleira
e aumentando a aceitabilidade do produto final. Um exemplo da aplicacdo destes
microrganismos é demonstrado pela utilizagdo de lipases produzidas por Staphylococcus
simulans na formagcdo de importantes moléculas aromaticas como o etil-valerato e o hexil-
acetato, que promovem as fragrancias de macga verde e péra, respectivamente. Estas
moléculas vém sendo alvo de estudos recentes que visam a utilizagado de um sistema livre de
solventes (ndo tdxico) e que promova o aumento da sintese destes compostos, além de reduzir
os custos de producao para os fabricantes. Estas fragrancias sao usadas mundialmente pelas
industrias farmacéutica, de alimentos e de cosméticos (KARRA-CHAABOUNI et al., 2006).

Estirpes de Lactococcus lactis estdo sendo utilizadas para expressar o gene lip
(codificador da producao de lipase) de S. hyicus, com a finalidade de levar a lipase, por via oral,
ao trato gastrintestinal de porcos com problemas de insuficiéncia pancreatica. Este tratamento
possui potencial de aplicagdo em humanos, uma vez que o custo e a segurangca do mesmo
parecem ser bastante promissores (DROUAULT et al., 2002).

S. carnosus e S. simulans sao duas espécies de SCN que sao utilizadas legalmente na
Itédlia como culturas iniciadoras no preparo de linglicas fermentadas, uma vez que podem
prevenir a rancificacdo através da decomposi¢ao de perdxido, promover a produ¢do de aromas
e sabores, além de estabilizar a coloracao deste tipo de alimento (CASABURI et al., 2006;
LERQY, VERLUYTEN & De VUYST, 2006). Outra espécie de SCN que contribui para o aroma
de linglicas sdao os S. saprophyticus, que, além disso, ajudam a prevenir reacdes
desagradaveis produzidas pela oxidacao lipidica ocorrida durante o periodo de maturagao deste
tipo de alimento (MAURIELLO et al., 2004; IRLINGER, 2008).

Mauriello et al. (2004) avaliaram e determinaram as propriedades tecnolégicas de
estirpes de Staphylococcus para utilizagdo como culturas iniciadoras em lingliicas processadas,
através da avaliacao das atividades de enzimas como proteases, lipases, nitrato-redutase, além

de avaliarem a atividade antioxidante. A atividade da enzima nitrato-redutase promove a



estabilidade na coloracdo avermelhada deste tipo de alimento, enquanto que as atividades
proteolitica e lipolitica contribuem para a textura e o sabor através da formagao de compostos
de baixo peso molecular, incluindo peptidios, acidos aminados, entre outros compostos. A agao
das enzimas catalase e superéxido-dismutase previne a oxidacdo de lipidios e dificulta o
processo de rancificagdo. Neste mesmo estudo, estirpes de S. xylosus exibiram as melhores
propriedades tecnoldgicas que possibilitariam o seu emprego como culturas iniciadoras em
alimentos carneos fermentados.

Estudos recentes sugerem que outras espécies de SCN, como S. succinus subsp. casei
(PLACE et al., 2002) e S. equorum subsp. lineus (PLACE et al., 2003), podem ser utilizadas
como ingredientes em culturas iniciadoras em queijos maturados “smear ripened cheese” e em
tipicos queijos suicos. Esta Ultima espécie de Staphylococcus faz parte da microflora
encontrada na salmoura durante o processo de maturacdo destes tipos de queijo. A sua
utilizacdo como cultura iniciadora, juntamente com a levedura Debaryomyces hansenii,
promoveu uma maior protecdo da superficie dos queijos testados, durante o processo de
maturacdo, através do aumento do pH ocorrido j& nos primeiros trés dias. Ainda se fazem
necessarios estudos para se saber se ambos, leveduras e estafilococos, sdo componentes
essenciais para a aplicacido direta na superficie destes queijos, visando uma maior protecao
contra possiveis contaminantes, ou se apenas a preseng¢a na salmoura é suficiente para tal
resultado. Este fato poderia tornar as culturas iniciadoras menos complexas, além de mais
baratas e faceis de serem manipuladas (BOCKELMANN, 2002).

Pesquisas para a identificacao de novas substancias com propriedades antimicrobianas,
que possam ser empregadas na prevencdo e no tratamento de infeccdes bacterianas, estao
sendo realizadas de maneira significativa. Da mesma maneira, muitos trabalhos direcionados
para a descoberta de novas tecnologias de conservacao de alimentos vém sendo publicados
(DIEP & NES, 2002).

2.2 Bacteriocinas

O estudo da inibicdo observada entre bactérias, além de outros principios da
microbiologia, tem suas origens relacionadas ao quimico Louis Pasteur que, em 1877, em uma
incansavel busca visando controlar o crescimento do Bacillus anthrax, relatou a atividade
inibitéria, tanto in vitro como in vivo, entre bactérias isoladas de urina (provavelmente
Escherichia coli) (TAGG, DAJANI & WANNAMAKER, 1976; HENG et al., 2007). Os estudos



pioneiros de Pasteur geraram um método de controle de infeccbes, a entdo chamada
“estratégia de interferéncia bacteriana”, visando conter a proliferagéo de patégenos.

Alexander Fleming, em 1929, descobriu as propriedades antibiéticas da penicilina,
substancia produzida pelo fungo do género Penicillium, que promovia o controle eficaz das
infeccoes por estafilococos, pneumococos e estreptococos (MADIGAN, MARTINGO &
PARKER, 2004).

Desde a introdugdo na medicina humana, os antibiéticos tém promovido um enorme
impacto no tratamento das doencas infecciosas e no sucesso de procedimentos médicos
invasivos, como cirurgias, e também no tratamento de doengas de origem veterinaria.
Contudo, o aumento da resisténcia microbiana aos antibi6ticos contrapde-se as vantagens de
seu emprego (HANCOCK, 2001). Deste modo, o interesse na descoberta de novas substancias
que possuam acao antimicrobiana vem sendo cada vez maior.

Muitos organismos procaridticos produzem uma variedade de moléculas heterogéneas
durante o seu crescimento e que sdo antagonisticas para outros organismos. A fungao principal
destas substancias é a de promover uma vantagem em relagdo a organismos competidores que
ocupam o mesmo nicho ecoldgico. Alguns exemplos destas substancias abrangem toxinas,
antibiéticos, enzimas, subprodutos das vias metabdlicas e as Bac (JACK, TAGG & RAY, 1995;
CRUPPER & IANDOLO, 1996).

Bacteriocinas sao proteinas ou peptidios sintetizados ribossomicamente por bactérias,
que possuem atividade inibitéria contra outras bactérias (JACK, TAGG & RAY, 1995;
ENNAHAR et al., 2000; McAULLIFE, ROSS & HILL 2001; GALVEZ et al., 2007). As estirpes
produtoras de Bac possuem um sistema de imunidade, que confere protecdo contra suas
proprias Bac. Este sistema de imunidade € geralmente expresso concomitantemente com os
genes estruturais da Bac (JACK, TAGG & RAY, 1995; ENNAHAR et al, 2000; BASTOS,
CEOTTO & NASCIMENTO, 2005; DRIDER et al., 2006; HENG et al., 2007).

A sintese por ribossomos e a presenca de um sistema de imunidade diferem as Bac de
outros metabdlitos produzidos por bactérias, como antibiéticos, acidos orgéanicos, peroxido de
hidrogénio, entre outros (BASTOS, CEOTTO & NASCIMENTO, 2005).

Os primeiros estudos em relagdo as Bac foram realizados com bactérias Gram-
negativas da familia Enterobacteriaceae e estabeleceram caracteristicas para que uma
substancia antimicrobiana pudesse ser considerada uma Bac (TAGG, DAJANI &
WANNAMAKER, 1976; LURIA & SUIT, 1987). Essas caracteristicas envolvem:



a presencga de um componente de natureza protéica e que seja biologicamente ativo;
um espectro de acao restrito a espécies relacionadas evolutivamente;

sensibilidade a enzimas proteoliticas;

acao bactericida;

indugéo por UV e por mitomicina C;

O 0O 0 0O O O

determinantes genéticos que codificam a producdo de Bac e a imunidade, localizados em
plasmidios.

Contudo, as Bac produzidas por bactérias Gram-positivas possuem caracteristicas
distintas quando comparadas com as produzidas por bactérias Gram-negativas (JACK, TAGG
& RAY, 1995), como por exemplo:

o amplo espectro de agdo contra bactérias, abrangendo muitas vezes organismos de
diferentes géneros e espécies;

o termorresisténcia;

O nao indugao por UV e por mitomicina C;

0 determinantes genéticos localizados no cromossomo ou em transpésons conjugativos,
embora a maioria seja codificada por plasmidios.

2.2.1 Classificacao das Bacteriocinas

Baseando-se em estudos com bactérias do acido lactico (BAL), as Bac produzidas por
bactérias Gram-positivas podem ser divididas em quatro classes distintas (COTTER, HILL &
ROSS, 2005, modificado por HENG et al., 2007).
Classe | — Lantibiéticos

A classe | compreende os peptidios que possuem acidos aminados modificados, como:
lantionina, B-metil-lantionina e acidos aminados desidratados, entre outros, que conferem a

estes peptidios 0 nome de lantibidticos. Os lantibidticos podem ser divididos em trés
subclasses:
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o subclasse A - lantibiéticos que possuem estrutura linear (exemplo: nisina, produzida por
estirpes de Lactococcus lactis);

o subclasse B — Bac com estrutura globular e compacta (exemplo: mersacidina, produzida
por estirpes de Bacillus spp.) e

o subclasse C — Bac de dois componentes (exemplo: lacticina 3147, produzida por estirpes
de L. lactis).

A figura 1 mostra a estrutura da nisina e da lacticina 3147, ambas Bac produzidas por
BAL.

Lacticina sl

()t
TO00 90 OO0 e @@&@&%

Figura 1: Estrutura dos lantibiéticos nisina e lacticina 3147, ambas Bac produzidas por estirpes
de L. lactis. Lantibi6ticos podem ser compostos por apenas um unico peptidio, como a nisina,
ou por dois peptidios que atuam sinergicamente, como a lacticina 3147 (adaptado de COTTER,
HILL & ROSS, 2005).
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Classe Il - Peptidios nao portadores de acidos aminados modificados

Esta classe é formada por pequenos peptidios, menores do que 10 kDa, ndo portadores
de acidos aminados modificados, e pode ser dividida em trés subclasses:

o subclasse lla — engloba os peptidios do tipo pediocina, sendo ativos contra Listeria
monocytogenes, um importante patdégeno associado a alimentos (exemplo: pediocina
PA-1, produzida por Pediococcus acidilactici PA-1);

J subclasse llb - compreende um complexo formado por dois ou mais peptidios diferentes
(exemplo: aureocina A70, produzida por S. aureus A70; GIAMBIAGI-deMARVAL et al.,
1990; NETZ et al., 2001) e

o subclasse llc - compreende uma miscelanea de peptidios (exemplo: aureocina A53
produzida por S. aureus A53; NETZ et al., 2002).

Classe lll - Bacteriocinas maiores do que 10 kDa

Esta classe abrange aquelas Bac onde as proteinas sdo maiores do que 10 kDa e
geralmente termolabeis, com excecao da propionicina SM1 produzida por Propionibacterium
Jjensenii (MIESCHER et al., 2000). A classe lll é dividida em duas subclasses:

. subclasse llla — compreende as bacteriolisinas (enzimas com agéo litica) (exemplo:
lisostafina, produzida por S. simulans subsp. staphylolyticus) e

J suclasse lllb — Bac nao liticas; sua acao envolve a dissipacao da forga proéton-motora,
levando ao extravasamento de ATPs, e morte celular (exemplo: helveticina J, produzida
por Lactobacillus helveticus).

Classe IV — Bacteriocinas ciclicas

Nesta classe, estao agrupados os peptidios onde o primeiro e o Ultimo acidos aminados
do peptidio maduro sao ligados covalentemente (exemplo: enterocina AS-48).
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De uma forma geral, as Bac produzidas por bactérias Gram-positivas diferem das
produzidas por bactérias Gram-negativas em razao do modo e do espectro de acao. As Bac
produzidas por bactérias Gram-negativas formam poros na membrana citoplasmatica ou exibem
uma atividade de nuclease, quando penetram na célula sensivel. Receptores especificos sao
necessarios para a adsorcao destas Bac a superficie das células sensiveis (JACK, TAGG &
RAY, 1995).

Com relagédo ao modo de acao das Bac produzidas por bactérias Gram-positivas, estas
podem apresentar tipos diferentes de modo de acéo (figura 2). As Bac da classe | podem atuar
formando poros na membrana plasmatica, levando a dissipacao do potencial de membrana, ao
efluxo de metabdlitos intracelulares e a inibicdo do transporte de acidos aminados. Temos como
exemplo de Bac que apresentam este tipo de acédo a Pep 5, a epicidina 280, ambas produzidas
por estirpes de S. epidermidis, e a nisina (McAULLIFE, ROSS & HILL, 2001). Outras Bac
pertencentes a esta classe atuam inibindo a atividade de enzimas essenciais, como as
envolvidas na biossintese de parede celular. A mesarcidina € uma Bac que atua desta forma
(COTTER, HILL & ROSS, 2005). Alguns peptidios da classe Il possuem estrutura helicoidal
anfipatica, que lhes permite a sua insercdo na membrana celular, promovendo despolarizacdo e
morte. As bacteriolisinas, como a lisostafina, podem atuar diretamente na parede celular de
bactérias Gram-positivas, levando-as a lise celular (COTTER, HILL & ROSS, 2005).

Algumas Bac produzidas por BAL podem apresentar mais de um modo de agao. A nisina
pode se ligar ao lipidio Il, inibindo a sintese de parede celular, e também pode utiliza-lo como
ligante para iniciar o processo de insercdo na membrana e, com isso, promover a formagao de

poros (figura 2).
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Figura 2: Modo de acdo das Bac produzidas por bactérias Gram-positivas. A nisina, uma Bac
da classe |, pode ligar-se ao lipidio Il e inibir a sintese de parede celular, ou pode utiliz4-lo como
ligante para iniciar o processo de insercdo na membrana celular. Geralmente, os peptidios da
classe Il possuem uma estrutura helicoidal anfipatica que lhes permite se inserirem na
membrana celular, proporcionando a sua despolarizagdo. As bacteriolisinas podem atuar
diretamente na parede celular de bactérias Gram-positivas, levando-as a lise celular (adaptado
de COTTER, HILL & ROSS, 2005).
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2.2.2 Bacteriocinas produzidas por S. aureus

A primeira descricdo da agao de substancias antimicrobianas (SAM) do tipo Bac entre
bactérias Gram-positivas foi realizada em 1885, quando Babes observou a inibicao de
Staphylococcus por outra estirpe de Staphylococcus durante o crescimento em meio de cultura
sélido (JACK, TAGG & RAY, 1995). O termo estafilococcinas surgiu apos a observacao de que
os estafilococos produziam substancias que inibiam o crescimento de outros estafilococos e de
algumas bactérias Gram-positivas, mas ndo de bactérias Gram-negativas (FREDERIQ, 1946).
Apesar deste fato, ndo sdo muito numerosos os trabalhos sobre Bac produzidas por S. aureus,
porém, algumas dessas Bac tém sido caracterizadas.

Crupper & landolo, em 1996, descreveram um agente antimicrobiano denominado Bac
1829, que apresentou uma massa molecular de 6.418 Da e que se mostrou estavel frente ao
calor, sendo a sua atividade perdida apés exposicdo a 95°C por mais de 15 min. Esta Bac
apresentou sensibilidade a enzimas proteoliticas e foram encontrados altos niveis de acidos
aminados hidrofébicos, revelando o carater hidrofobico desta Bac. Ela também possui agéo
bactericida inibindo bactérias como Streptococcus suis, Corynebacterium pseudotuberculosis,
Corynebacterium diphtheriae, Bordetella pertussis e Moraxela bovis (sendo estas duas ultimas
bactérias Gram-negativas).

Outra Bac produzida por S. aureus é a BacR1. Produzida pela estirpe S. aureus
UTO0007, esta Bac apresenta uma massa molecular de 3.338 Da, é resistente a exposicao a pH
extremo (sendo biologicamente ativa entre pH 3 a 11) e ao aquecimento a 95° por 15 min. E
resistente ao NaCl, a uréia e a DNase, mas se mostrou sensivel a acdo das enzimas
proteoliticas tripsina e proteinase K. Possui uma alta propor¢cdo de &cidos aminados
hidrofébicos e possui acao bactericida, matando as bactérias sensiveis por um mecanismo
dependente de dose (CRUPPER, GIES & IANDOLO, 1997). Seu espectro de agéo € amplo,
inibindo bactérias dos géneros Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium, Bacillus,
Moraxella e Neisseria (sendo estes dois Ultimos géneros pertencentes ao grupo das bactérias
Gram-negativas).

Em 1998, Navaratna, Sahl & Tagg estudaram a produgcédo de Bac pela estirpe de S.
aureus C55. Esta estirpe produz trés peptidios distintos sendo estes denominados de C55aq,
C55pB e C55y. Os peptidios C55a e C55, qguando combinados em concentragdes equimolares,
atuam sinergicamente contra estirpes de S. aureus e Micrococcus Iuteus. Com o
seqlenciamento de acidos aminados da regido N-terminal dos trés peptidios, verificou-se que
as estafilococcinas C55a e C55B sao lantibidticos, com o peso molecular de 3.339 e 2.993 Da,
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respectivamente. C55y ndo parece ser uma lantibiético e também nao promove o aumento da
atividade inibitéria dos outros peptidios.

Uma vez que a BacR1 e a estafilococcina C55a possuem pesos moleculares quase
idénticos (3.338 e 3.339 Da, respectivamente), experimentos de imunidade cruzada (que ocorre
quando uma estirpe nao é capaz de inibir o crescimento de outra estirpe que também apresente
atividade inibitéria) foram realizados para se verificar a possibilidade de se tratar do mesmo
peptidio, isolado em dois estudos. Estes experimentos mostraram que cada estirpe produtora é
imune ao produto da outra. No ano seguinte, em 1999, Navaratna, Sahl & Tagg publicaram a
seqléncia de acidos aminados dos peptidios C55a e C55B e da BacR1, quando foi confirmado
que a BacR1 e a estafilococcina C55 sdao a mesma Bac.

2.2.3 Bacteriocinas produzidas por estirpes de S. aureus estudadas em nosso laboratério

A produgdo de Bac por S. aureus foi inicialmente relacionada com plasmidios
envolvidos com a produgao de toxina esfoliativa do tipo B (WARREN et al., 1974). Desde entéo,
alguns outros trabalhos foram publicados, relacionando a produgcédo de Bac de S. aureus com a
presenca de plasmidios (DAJANI & TAUBE, 1974; MASTERSON et al., 1983), mas nenhum
relatou detalhes da caracterizagéo genética e molecular desses plasmidios.

Plasmidios bacteriocinogénicos presentes em S. aureus foram melhor estudados em
nosso laboratério, onde pequenos plasmidios denominados pRJ6, pRJ9, pRJ10 e pRJ11 foram
descritos por Giambiagi-deMarval et al. (1990). Os plasmidios pRJ9, pRJ10 e pRJ11 constituem
um grupo de plasmidios onde as Bac codificadas por eles possuem propriedades quimicas
semelhantes (como a resisténcia ao calor e a enzimas proteoliticas), além do fato das estirpes
produtoras apresentarem imunidade cruzada.

Em relagdo ao plasmidio pRJ6, este faz parte de outro grupo, onde a Bac por ele
codificada apresentou sensibilidade a enzimas proteoliticas € a estirpe hospedeira A70 nao se
apresentou imune as Bac produzidas pela familia do pRJ9 (GIAMBIAGI-deMARVAL et al.,
1990). Estudos de incompatibilidade realizados, posteriormente, mostraram que os plasmidios
pRJ6 e pRJ9 pertencem realmente a grupos de incompatibilidade diferentes. Apesar das
diferencas nos mapas fisicos de ambas as familias de plasmidios, existem alguns sitios de
restricio conservados entre eles, numa regido de homologia de 2,6 kb (ARAUJO & BASTOS,
1995).
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2.2.3.1 Aureocina A70

A estirpe S. aureus A70, isolada de leite comercial, produz uma Bac termoestavel
designada aureocina A70 (GIAMBIAGI-deMARVAL et al., 1990). A aureocina A70 possui um
amplo espectro de acdo contra bactérias Gram-positivas, incluindo outras estirpes de
Staphylococcus, dos géneros Micrococcus, Paenibacillus, Lactobacillus, Leuconostoc e de
Listeria, incluindo L. monocytogenes (OLIVEIRA et al., 1998a). Os genes envolvidos na sua
produgdo e na imunidade a esta Bac estdo codificados no plasmidio denominado pRJ6
(GIAMBIAGI-deMARVAL et al., 1990; ARAUJO & BASTOS, 1995), que possui 7.904 pb
(COELHO, 2007).

Trata-se de uma Bac bastante disseminada entre Staphylococcus, ja tendo sido
detectada em outras estirpes pertencentes ao género e que foram isoladas de mastite bovina
no Brasil e na Argentina (NASCIMENTO et al., 2002 e 2005), além de estirpes clinicas de S.
aureus (GAMON, et al, 1999). E formada por quatro peptidios altamente catidnicos e
hidrofobicos, que possuem de 30 a 31 residuos de acidos aminados, com massas moleculares
variando entre 2.954 Da e 3.086 Da. Através de experimentos de clonagem, verificou-se que
estes peptidios sdo codificados por quatro genes (aurABCD) presentes no fragmento Hindlll-A,
agrupados sob a forma de um operon (NETZ et al., 2001). Estes peptidios tém elevado
contetdo de pequenos acidos aminados, como a glicina (23 a 29%) e alanina (13 a 27%), e
nenhum residuo de cisteina foi encontrado. Dentro do fragmento Hindlll-A do plasmidio, existe
um gene, aurT, que apresenta uma alta similaridade com membros da familia dos
transportadores ABC. Uma variedade de substratos, como proteinas, peptidios, antibiéticos e
polissacarideos, é exportada por tais transportadores.

A purificagdo e a analise por espectometria de massa destes peptidios revelaram que
eles ndo sao processados. A aureocina A70 é a primeira e Unica Bac composta por quatro
componentes descrita na literatura (NETZ et al., 2001). A atividade inibitéria de cada peptidio foi
avaliada individualmente contra diferentes microrganismos. Quando estirpes de S. aureus e de
L. innocua foram utilizadas como indicadoras, a inibicao destas estirpes era somente observada
com todos os peptidios juntos. Quando M. luteus era utilizado como estirpe indicadora, os
peptidios AurA, AurB e AurC inibiam o seu crescimento quando eram empregados
individualmente, enquanto que AurD nao se mostrou bioativo (BASTOS et al., 2009).

A producdo de peptidios hemoliticos que sdo secretados por estafilococos ocorre de
maneira semelhante ao sistema de produgéao da aureocina A70. Estes sdo ribossomicamente

sintetizados, nao sofrem modificacao e sdo secretados sem a presenca de uma seqliéncia-lider.
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Entretanto, os peptidios hemoliticos sdo maiores (43-44 residuos de acidos aminados) do que
os que constituem a aureocina A70. Nenhuma atividade hemolitica foi observada nas estirpes
A70 e A70 Bac’ (curada da producao de Bac) quando crescidas em agar-sangue de carneiro
(NETZ et al., 2001).

2.2.3.2 Aureocina A53

Esta Bac é produzida pela estirpe S. aureus A53, também isolada de leite comercial e
codificada pelo plasmidio pRJ9 de 10,4 kb (GIAMBIAGI-deMARVAL et al., 1990). Possui amplo
espectro de agdo contra bactérias dos géneros Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus,
estirpes de L. monocytogenes e outras estirpes de S. aureus associadas a mastite bovina
(OLIVEIRA et al., 1998 a e c¢). Trata-se de uma Bac que foi descrita como um peptidio com 51
residuos de acidos aminados, com massa molecular de 6.012,5 Da, rico em triptofano,
altamente cati6nico e com alta estabilidade em meio extremamente &cido e frente a altas
temperaturas (NETZ et al., 2002). Além disso, é resistente a agcdo de proteases, como a
tripsina, e apresenta conformacao rigida em meio aquoso. Esta Ultima caracteristica indica uma
maior similaridade estrutural com um subgrupo de defensinas (peptidios antimicrobianos
produzidos por células eucariéticas), do que com qualquer outro grupo de Bac. E tida como uma
Bac atipica em raz&do destas caracteristicas distintas daquelas de outras Bac descritas até o
momento. O gene estrutural desta Bac é denominado aucA e os genes aucF, aucE e aucG
codificam produtos pertencentes a familia dos transportadores ABC (NETZ et al., 2002;
BASTOS et al, 2009). Estes transportadores estdo envolvidos na formagdo de bombas
bacterianas de efluxo, promovendo o transporte e a secrecdao de compostos, bem como
conferindo a estirpe produtora imunidade contra sua propria Bac (BASTOS et al., in press).

A comparagdo de sua estrutura primaria com a de hemolisinas estafilocécicas revelou
que ndao ha homologia significativa entre esses peptidios. Além disso, nenhuma atividade
hemolitica foi verificada quando a aureocina foi purificada e testada em placas de agar-sangue
de carneiro (NETZ et al., 2002).

Através de experimentos utilizando espectroscopia CD, avaliou-se que 36% da
conformacéao da aureocina A53 estao sob forma hélice a e 18% estdo sob a forma B-pregueada
(NETZ et al., 2002).

A estirpe S. aureus MB50 possui 0 plasmidio pRJ6, codificador da aureocina A70, e o
plasmidio pRJ22, que consiste no plasmidio pRJ9 (codificador da aureocina A53) com a
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insercdo de um ftranspdson (Tn557) em uma regido que nao afeta a producdo desta Bac
(ARAUJO & BASTOS, 1995). Esta estirpe foi utilizada em experimentos para verificacdo da
atividade sinérgica entre estas duas aureocinas (COELHO et al., 2007). A estirpe MB50 exibiu
uma maior porcentagem de inibicdo (91%) contra estirpes de Streptococcus agalactiae e de S.
aureus envolvidas em mastite bovina. Para se confirmar o sinergismo entre ambas Bac, estirpes
de S. aureus que ndo foram inibidas pelas Bac sozinhas, mas que foram inibidas pela estirpe
MB50, foram empregadas como indicadoras em teste de difusdao em agar. Como esperado,
ambas Bac sozinhas ndo foram capazes de inibir as estirpes de S. aureus; entretanto, o
sinergismo entre estas Bac foi confirmado pela verificagdo da acado inibitéria das Bac
combinadas.

O sumério com as caracteristicas de ambas as aureocinas A70 e A53 esta descrito na
tabela 1.

Tabela 1: Sumario das caracteristicas das aureocinas A70 e A53.

Caracteristicas Aureocina A70 Aureocina A53

Estirpe produtora S. aureus A70 S. aureus A53

Origem da estirpe produtora leite comercial, tipo C leite comercial, tipo B

Tamanho do plasmidio
pRJ6 (7,9 kb) pRJ9 (10,4 kb)

codificador da Bac

Numero de peptidios

o quatro peptidios um peptidio
constituintes
variando entre 2.954 Da e
Massa molecular da Bac 6.012,5 Da
3.086 Da
Sensibilidade a enzimas ) _
» sensivel resistente
proteoliticas
Mobilizagao do plasmidio mobilizavel nao mobilizavel
Classificagao classe llb classe llc
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2.2.4 Bacteriocinas produzidas por outras espécies de Staphylococcus

Atualmente, a espécie de Staphylococcus mais estudada quanto a producao de Bac é S.
epidermidis. Dentre as Bac produzidas por esta espécie, as principais sdao a Pep5, a
epidermina, a epicidina 280 e a epilancina K7 (BASTOS et al., 2009).

A Pepb5, produzida pela estirpe S. epidermidis 5, € um lantibidético com massa molecular
de 3.448 Da, codificado pelo plasmidio de 20 kb, pED503. Este plasmidio contém o grupamento
genético pepTIAPBC, com os genes: pepT, que codifica o transportador ABC; pepl, que codifica
a proteina de imunidade a Bac produzida; pepA, o gene estrutural da Pep5; pepP, que codifica
a proteina envolvida no processamento proteolitico e pepB e pepC, envolvidos nas
modificagbes pods-traducédo (SAHL, JACK & BIERBAUM, 1995; BASTOS et al., 2009).

A epicidina 280 é um lantibiotico com 30 &cidos aminados, produzido pela estirpe S.
epidermidis BN280. O operon ecilAPBC, responsavel pela biossintese dessa Bac, esta
localizado no plasmidio pCHO1. A andlise de similaridade entre as sequéncias de acidos
aminados da epicidina 280 e da Pep5 revelou 75% de homologia entre elas. Adicionalmente,
testes de imunidade cruzada entre as estirpes produtoras das Bac revelou que os peptidios de
imunidade sao funcionalmente relacionados (HEIDRICH et al., 1998).

A epidermina, outro lantibiético produzido pela estirpe S. epidermidis Ti3298, tem 2.164
Da de massa molecular. Os genes envolvidos na producao desta Bac estdo organizados em
cinco unidades transcricionais presentes no plasmidio pTii3298, de 54 kb. No operon epiABCD,
estao os genes: epiA, gene estrutural da epidermina; epiB, envolvido na desidratacao de acidos
aminados; epiC, codificador da proteina responsavel pela formagédo das ligacoes tioéteres, e
epiD, que catalisa a descarboxilagdo oxidativa da cisteina carboxi-terminal do pré-peptidio. A
segunda unidade de transcricdo é composta por um Unico gene, epiT, tendo este homologia
com transportadores ABC; porém, por apresentar duas dele¢des no seu quadro de leitura, ndo
codifica uma proteina ativa. O gene epiH forma uma unidade transcricional distinta e esta
envolvido na imunidade a Bac. Os genes epiF -E e —G estdo organizados em uma estrutura tipo
operon e parecem estar envolvidos no transporte da Bac e na imunidade da célula produtora. A
tltima unidade de transcricdo contém o gene epiQ, envolvido na ativagcdo da transcricdo dos
demais operons, e 0 gene epiP, que codifica a proteina EpiP responsavel pelo processamento
proteolitico importante para a maturagao da epidermina (SAHL & BIERBAUM, 1998; BASTOS
et al., 2009).

A epilancina K7 é produzida pela estirpe S. epidermidis K7. Esta Bac também é um

lantibiético, composto por 31 acidos aminados, com massa molecular de aproximadamente 3
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kDa. Diferentemente das outras Bac citadas acima, esta é codificada pelo cromossomo
bacteriano. O gene estrutural elkA codifica um pré-peptidio de 55 acidos aminados, contendo na
regido amino-terminal o peptidio-lider e, na regido carboxi-terminal, o peptidio de 31 acidos
aminados, que sofrera modificagbes pos-traducao e originara a epilancina K7 (VAN DE KAMP
etal., 1995 b).

A nukacina ISK-1, produzida pela estirpe S. warneri ISK-1, é um lantibiético que possui
massa molecular de 2,96 kDa. Os genes responséaveis pela sua producdo estao presentes no
plasmidio pPI-1. Sao no minimo oito genes responsaveis pela producio desta Bac: nukA, o
gene estrutural; nukM, codificador da enzima responséavel pelas modificagdes péds-tradugao;
nukT, que codifica o transportador ABC envolvido no processamento e na secregcao da Bac, e
0S genes nUKFEG, que codificam o transportador ABC envolvido na imunidade da célula
produtora a Bac. O gene nukH, quando expresso juntamente com os genes nukFEG, resulta em
um aumento da imunidade e, quando expresso sozinho, confere imunidade parcial a nukacina
ISK-1. Além desses genes, a orfl parece estar relacionada com fungdes de regulagdo da
producédo da nukacina (ASO et al., 2005; BASTOS et al., 2009).

A tabela 2 apresenta o sumario com as caracteristicas das Bac produzidas por estirpes
de SCN descritas acima.

Tabela 2: Sumario das caracteristicas de Bac produzidas por SCN

Numero de Massa Elemento genético
Bacteriocina acidos molecular codificador Referéncia
aminados
Pep5 34 3.448 Da pED503 SAHL, JACK &
BIERBAUM (1995)
Epicidina 280 30 3.133 Da pCHO1 HEIDRICH et al.
(1998)
Epidermina 22 2.164.6 Da pTii3298 PESGHEL ef al. (1997)
Epilancina K7 31 3.032 Da Cromossomo VAN D(Ifgl;él\gf etal.
Nukacina ISK-1 30 2 960 Da oPI-1 ASO et al. (2005)
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2.3 Aplicacoes biotecnolégicas das Bac

2.3.1 Aplicacao clinica e veterinaria

Com o aumento da resisténcia a antibiéticos, houve a necessidade de se buscar uma
nova e eficaz forma de prevencdo e de tratamento das infecgdes bacterianas. A utilizacédo de
uma estirpe de S. aureus avirulenta no tratamento de furunculose se mostrou satisfatéria. Além
deste fato, estudos vém cada vez mais avaliando a interferéncia de estirpes bacterianas (de
baixa viruléncia) e produtoras de Bac, tanto na colonizagdo quanto na infeccao por espécies
patogénicas (JACK, TAGG & RAY, 1995).

A nisina é uma substancia que nao apresenta toxicidade para humanos (BREUKINK &
KRUIJFF, 1994; REDDY et al, 2004) e pode ser utilizada no combate da Ulcera péptica
causada por Helycobacter pylori. Pode ainda ser aplicada no tratamento de diferentes
infeccbes, como as causadas por Streptococcus pneumoniae multirresistentes a drogas (DIEP
& NES, 2002).

Outros meios de utilizagdo da nisina de maneira inovadora vém sendo avaliados in vitro
e in vivo. Estudos realizados em coelhos, com o objetivo de se desenvolver produtos femininos
que possam atuar de maneira eficaz, tanto como biocidas, quanto como contraceptivos
vaginais, vém apresentando resultados promissores. A utilizagcdo de 400 ug/ml desta Bac foram
suficientes para agir como espermicida (in vitro), sendo que o seu efeito foi relatado como dose
e tempo dependentes. Por outro lado, de acordo com os resultados encontrados in vivo, 1 mg
de nisina aplicada intravaginalmente em coelhas impediu a fertilizagdo das mesmas, sem
causar inflamagéo ou danos ao epitélio vaginal (REDDY et al., 2004).

No campo da veterindria, a nisina pode ser utilizada no controle da mastite bovina
causada por S. aureus (BARKEMA, SCHUKKEN & ZADOKS, 2006). A mastite bovina é causa
de perdas econbmicas significantes, afetando nao s6 a producao do leite, mas também levando
a degradacdo da qualidade do leite, além de despesas com o tratamento desta doenca
(NASCIMENTO et al.,, 2005; COELHO et al., 2007). Desta forma, a nisina € comercializada
como agente ativo do Wipe-out® (lengos contendo nisina) que promove a limpeza das tetas,
prevenindo a mastite bovina (COTTER, HILL & ROSS, 2005). A figura 3 mostra a embalagem
deste produto comercializado.
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Figura 3: Wipe-out® - lengos comercializados que contém a Bac nisina, sendo usados na

higienizag&o das tetas de vacas.

A aureocina A53 também possui potencial de aplicacao no tratamento da mastite bovina
causada por estirpes de S. aureus, uma vez que esta Bac foi capaz de inibir algumas estirpes
de S. aureus (82%) e de Streptococcus agalactiae (68%) envolvidas em casos de mastite
bovina testadas em nosso laboratério (OLIVEIRA et al., 1998c; COELHO et al., 2007).

Outra Bac com potencial de aplicagdo no campo da veterinaria € a BacR1 produzida
pela estirpe de S. aureus UT0007, que pode atuar como agente terapéutico no tratamento da
ceratoconjuntivite que acomete o gado bovino e que é causada por Moraxella bovis
(CRUPPER, GIES & IANDOLO, 1997).

2.3.2 Aplicacao como biopreservativos de alimentos

Com a crescente oposigao, por parte de consumidores, aos aditivos quimicos, como
nitratos, EDTA, entre outros, no combate ao crescimento de contaminantes em alimentos e
bebidas, ha uma crescente demanda pela utilizacao de formas alternativas de tratamentos com
acao antimicrobiana. O emprego de Bac para fins de preservacao de alimentos vem cada vez
mais atraindo a atencdo de cientistas, uma vez que estas substancias sdo reconhecidas como
compostos “naturais” capazes de influenciar na qualidade e na seguranca de alimentos
(SETTANI & CORSETTI, 2008).

O termo biopreservacgao refere-se a extensao da vida de prateleira do alimento, assim
como a utilizacdo segura de microrganismos e seus metabdlitos. A utilizacdo empirica de
microrganismos e/ou de seus produtos naturais na preservacao de alimentos vem sendo uma
pratica comum através da histéria da humanidade (ROSS, MORGAN & HILL, 2002). O
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isolamento de microrganismos patogénicos em alimentos que foram minimamente processados,
embalados e refrigerados, e a habilidade desses microrganismos de crescerem durante o
armazenamento do alimento tém sido bastante descritos. A procura de desenvolvimento de
novas tecnologias que possam ser empregadas na redugdo do crescimento microbiano tem
estimulado muito os estudos sobre a aplicabilidade das Bac como biopreservativos de
alimentos. As Bac podem ser aplicadas em alimentos de duas formas (STILES, 1996; GALVEZ
et al., 2007):

1) adicionadas aos alimentos como biopreservativos (em sua forma purificada ou
semipurificada, como aditivos antimicrobianos que proporcionem um aumento na vida de
prateleira do alimento) e

2) produzidas in situ através da utilizag&o de culturas iniciadoras produtoras de Bac.

Quando comparamos os dados de agdo de Bac em meios de cultura em relagdo aos
obtidos em sistemas onde a producdo esta associada a algum tipo de alimento, é esperada
uma eficacia muito menor no alimento, sendo muitas vezes necessario que a concentracao de
Bac adicionada aos alimentos seja muito maior. Este fato pode ser evidenciado pela acéo da
nisina, que deve estar em uma concentragdo muito maior para inibir esporos de C. botulinum
em carne, do que em meio de cultura (MILLETTE et al., 2007). De acordo com ROSE et al.
(2008), a nisina poderia ser inativada pela presenca de pequenas quantidades de glutationa,
um composto de tiol, de pequena massa molecular, presente em carnes frescas.

Muitos fatores podem influenciar a eficacia das Bac quando utilizadas em alimentos.
Estes fatores estdo apresentados na tabela 3.
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A aplicacdo das Bac na preservacgao de alimentos pode oferecer muitos beneficios, fato
este que vem sendo relatado em muitos estudos (THOMAS, CLARKSON & DELVES-
BROUGHTON, 2000). Alguns destes beneficios sao:

e promocdo do aumento da vida de prateleira de alimentos;

e extra protecdo durante condi¢ges de abuso de temperatura;

e diminuicdo do risco de transmissao de patégenos durante o processamento de
alimentos;

e reducao da aplicacao de aditivos quimicos e

e aplicacdo de tratamentos térmicos menos severos, sem comprometer a
qualidade do alimento (melhor preservacdo de nutrientes e vitaminas, assim
como das propriedades organolépticas).

Como exemplo da aplicagdo das Bac, temos a nisina e a pediocina PA-1, que séo Bac
aprovadas para aplicagdo como biopreservativos em alimentos, sendo a nisina comercializada
em mais de 50 paises, inclusive no Brasil, ap6s ter sido classificada como GRAS (“generally
recognized as safe”) pelo FDA (“Food and Drug Administration”). A nisina € formada por 34
residuos de acidos aminados, sua massa molecular é de 3,5 kDa e ela possui uma estrutura
pentaciclica com um residuo de lantionina e quatro de B-meti-lantionina (ROSS, MORGAN &
HILL, 2002) [vide figura 1]. Esta Bac apresenta um amplo espectro de ac¢do, exibindo atividade
inibitéria contra varias bactérias Gram-negativas (quando em combinagdo com agentes
quelantes) e Gram-positivas, entre elas, Clostridium sp., Listeria sp., Bacillus sp. € a maioria das
BAL (DE VOS et al, 1993), e é utilizada especialmente em laticinios, bebidas fermentadas,
verduras, molhos de saladas e até em cervejas (KLAENHAMMER, 1988; JACK, TAGG & RAY,
1995; STILES, 1996; SAHL & BIERBAUM, 1998; CLEVELAND et al., 2001; HAKOVIRTA,
REUNANEN & SARIS, 2006). O modo geral de agao da nisina esta mostrado na figura 4.
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citoplasma

Figura 4: Modo geral de acao da nisina onde o lipidio Il serve como molécula de ancoragem,
facilitando a formagao de poros na membrana citoplasmatica pela ligagao a nisina e permitindo
a conformagéo correta do peptidio para abertura do poro (adaptado de SOBRINO-LOPEZ &
MARTIN-BELLOSO, 2008).

Muitos estudos tém demonstrado a existéncia de outras Bac com potencial de aplicacao
na preservagao de alimentos. Um outro exemplo é a pediocina A, que possui atividade contra C.
botulinum, e a pediocina PA-1/AcH, ativa contra o género Listeria em laticinios e carnes em
geral (STILES, 1996; CLEVELAND et al., 2001). Esta dltima Bac ndo se mostrou imunogénica
quando injetada em camundongos e coelhos (CLEVELAND et al., 2001).

A lacticina 3147 € uma Bac estavel frente a tratamentos térmicos, ativa em diferentes
pHs, além de possuir um amplo espectro de acdo. E capaz de inibir a estirpe de L.
monocytogenes Scott A em queijo “cottage”, mostrando uma reducédo de 99,9% no numero
deste patégeno associado a alimentos, apds cindo dias a temperatura de 4°C (McAULIFFE,
HILL & ROSS, 1999; GUINANE et al., 2005). Em razao da sua degradagéo através da agéo da
quimiotripsina a, verificada por Gardiner et al. (2007), esta Bac se torna um meio seguro
quando se tem como objetivo a sua aplicacdo em alimentos. A sua viabilidade industrial através
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da sua utilizagcado sob a forma de pé vem sendo avaliada no emprego como biopreservativo,
com isso, sendo aplicada como um ingrediente de alimentos (SOBRINO-LOPEZ & MARTIN-
BELLOSO, 2008). Morgan et al. (2001) verificaram que 10% da lacticina 3147 sob a forma de
pd foram extremamente eficientes na inibicdo de Listeria em iogurtes e queijo “cottage”. Com
apenas 60 minutos depois de adicionada, nenhuma célula viavel de Listeria foi encontrada no
iogurte e, no caso do queijo “cottage”, houve uma diminuicdo de 85% no nuamero de células
viaveis apds 120 minutos. Estes mesmos autores também verificaram que o pd concentrado
desta Bac perdia 75% da sua atividade apds cinco meses a temperatura ambiente, enquanto
que ela permanecia estavel quando sob refrigeragao a 4°C.

2.4 Embalagens bioativas

Recentemente, a busca pelo desenvolvimento de embalagens ativas vem se
intensificando e despertando cada vez mais o interesse das industrias com relagcdo a
preservacdo de alimentos. Embalagem ativa é definida como um sistema inteligente que
envolve as interagdes entre a embalagem ou seus componentes e o alimento ou sua atmosfera
interna e que cumpra com as demandas de produtos com seguranca e alta qualidade e vem
sendo introduzida em resposta as continuas modificagbes do mercado consumidor
(QUINTAVALLA & VICINI, 2002; MAURIELLO et al., 2004).

A embalagem antimicrobiana é um tipo de embalagem ativa que atua reduzindo, inibindo
ou retardando o crescimento de microrganismos que possam contaminar o alimento embalado
(APPENDINI & HOTCHKISS, 2002; SANTIAGO-SILVA et al., 2008).

De acordo com COOKSEY (2001), existem trés categorias basicas de filmes
antimicrobianos para embalagens. Sao elas:

1) incorporagdo das substancias antimicrobianas em sachés conectados a embalagem,
dos quais a substancia bioativa é liberada durante o armazenamento;

2) incorporagéo direta do agente antimicrobiano ao filme e

3) incorporagdo do agente antimicrobiano ao revestimento da embalagem que atua
como sua carreadora.

Preparagbes de Bac podem ainda ser aplicadas em alimentos através de sistemas de

imobilizacdo, com a sua utilizacdo parcialmente purificada ou concentrada a partir do meio de
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cultura e ligada a um carreador. Este, por sua vez, atua como um reservatorio e um difusor das
moléculas de Bac concentradas no alimento. Varios métodos para imobilizacdo de Bac e
incorporacdo em filmes de diferentes materiais, assim como alginato, gelatina, celulose,
proteina de soja e polietileno, tém sido propostos (SIRAGUSA, CUTTER & WILLETT, 1999;
SCANNELL et al., 2000a; MAURIELLO et al., 2004; GALVEZ et al., 2007; MILLETTE et al.,
2007). A figura 5 ilustra diferentes modos de incorporagao de aditivos em alimentos.

Siragusa, Cutter & Willett (1999) mostraram a eficiéncia da nisina ao imobiliza-la em gel
de alginato de sédio, permitindo a sua liberacdo de maneira controlada na superficie de carne,
resultando em uma reducéo de trés log UFC/cm? no nivel de Brochotrix thermosphacta, quando
comparada com a sua impregnacao direta sobre a superficie da carne. A formacgado de uma
matriz de alginato modificado através da reacao deste com o acido palmitico proporcionou uma
protecdo da nisina contra agentes deletérios da carne.

A ligacao dos grupamentos aldeidicos do alginato ativo com os grupamentos amina da
nisina levou a formacgéao das bases de Schiff, preservando a integridade desta Bac e fazendo
com esta fosse liberada de maneira eficaz do filme de alginato, promovendo, assim, o controle
do crescimento de S. aureus em pedagos de carne durante 0 armazenamento a 4°C (MILLETE
et al., 2007).

Com o objetivo de se controlar o crescimento de L. monocytogenes durante o
armazenamento de presunto cozido fatiado, Marcos et al. (2007) verificam que as embalagens
de filmes formados por alginato contendo enterocinas, Bac produzidas por Enterococcus
faecium CTC492, mostraram ser uma forma eficaz no controle deste patégeno durante oito dias
de armazenamento a 6°C. Neste mesmo trabalho, foi verificado também que o mesmo filme de
alginato contendo 2.000 UA/cm? das enterocinas promoveu a extensdo da fase lag de
crescimento do patégeno quando este mesmo alimento foi armazenado por 30 dias em

embalagem a vacuo.
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Incorporagao no centro do
Agente bioativo alimento

Alimento —
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O

Incorporagao no filme

Figura 5: Diferentes modos de incorporacdo de aditivos em alimentos (incorporagcdo no
alimento propriamente dito, imersdo do alimento em uma solugdo contendo o aditivo ou a
pulverizacdo deste e, finalmente, a sua incorporacdo em um filme). Os pontos pretos
correspondem ao composto antimicrobiano (adaptado de COMA et al., 2008).

A utilizacao de alta pressao é uma outra estratégia de preservacao de alimentos que ja
vem sendo aplicada em paises como os EUA e Espanha. Marcos et al. (2008) avaliaram trés
estratégias no controle de L. monocytogenes: aplicacdo de alta pressdo, uso de uma
embalagem antimicrobiana (enterocina) e emprego da combinacdo da alta pressdo e da
embalagem antimicrobiana. Verificaram também a eficiéncia destas duas tecnologias (alta
pressao juntamente com a embalagem antimicrobiana) promovendo um abuso de temperatura
(24 h a temperatura ambiente), ap6s dois meses de armazenamento de presunto cozido a 6°C.
A embalagem antimicrobiana sozinha promoveu, mais uma vez, a extensdo da fase lag de
crescimento deste microrganismo e 0 uso combinado com alta pressao também se mostrou

bastante satisfatério, onde as contagens de células foram 6,8-7,3 log de UFC/g menores do
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que as observadas nas outras estratégias. Quanto ao abuso de temperatura, o emprego de
ambas as estratégias (alta pressao juntamente com embalagem antimicrobiana) proporcionou
uma maior protecdo do alimento, que foi evidenciada por um menor aumento na contagem de
células apés o abuso de temperatura.

O efeito do sinergismo entre agentes antimicrobianos ja vem sendo descrito. A
compreensdo do modo de acao de cada agente permite uma maior eficacia da combinacao dos
tratamentos (CLEVELAND et al., 2001). Um aumento da atividade antimicrobiana pode ser
alcancado pela combinagao de Bac ou de outros tipos de proteinas ou peptidios.

Nisina e lisozima atuam sinergicamente contra bactérias Gram-positivas, incluindo
lactobacilos e S. aureus (CHUNG & HANCOCK, 2000), sendo que o espectro de acdo se
estende as bactérias Gram-negativas através da adicdo de agentes quelantes (GILL &
HOLLEY, 2000). A utilizagao de agentes antimicrobianos como estes descritos acima e o0 EDTA,
aprisionados em filmes de alginato de sédio e k-carragena, contra patégenos associados a
alimentos, como L. monocytogenes, S. aureus € Salmonela enteritidis, foi verificada por Cha et
al. (2002). Os filmes feitos a partir de alginato de sédio produziram maiores zonas de inibigao do
que os filmes a base de «k-carragena, apesar da utilizagdo da mesma quantidade de
antimicrobianos presentes em cada filme, demonstrando uma migracdo mais rapida dos
agentes antimicrobianos nos filmes de alginato, resultante da maior capacidade deste tipo de
filme de absorver agua.

2.5 Producao heteréloga de Bac

Os sistemas de expressao heter6loga de Bac podem oferecer muitas vantagens quando
comparados com o0s sistemas nativos, como facilitar o controle da expresséo do gene
codificador da Bac ou aumentar o nivel de produgéo. Além disso, a producao heterdloga de Bac
por BAL oferece também um método para superar algumas situagdes adversas que possam
afetar a eficacia de algumas Bac em alimentos (PAPAGIANNI, 2003). O emprego de sistemas
de expressao heterdloga é realizado por trés razdes distintas:

1) para elucidar a funcao de proteinas e peptidios recombinantes;

2) para facilitar o controle da transcri¢cdo/tradugao de genes recombinantes e
3) para alcancar niveis de produgcdo maiores do que os alcangados nos sistemas nativos.
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Alguns fatores, tais como: pequeno espectro de atividade, perda espontanea da fungéo
da Bac, pouca adaptacdo do hospedeiro em alimentos e/ou a emergéncia de bactérias
resistentes a Bac, podem limitar a produgao ou a acdo de Bac alterando a sua eficacia em
alimentos (SCHILLINGER, GEISEN & HOLZAPFEL, 1996).

A construgcdo de estirpes bacteriocinogénicas ou a aquisicio de propriedades
antimicrobianas por estirpes industriais sdo objetivos que podem ser alcancados pelos sistemas
de expressdao heterdloga de genes. Véarios exemplos vém sendo descritos na literatura.
Escherichia coli é a espécie bacteriana mais utilizada para a clonagem e a expressao
heter6loga de genes devido a sua extensiva caracterizagdo genética, porém, esta bactéria
ainda possui status de patégeno clinico e de alimentos (VAN REENEN, et al., 2003; DRIDER et
al., 2006). A utilizagao alternativa de estirpes de BAL, de Saccharomyces cerevisiae e de Pichia
pastoris, como hospedeiros heter6logos, representa uma oportunidade real para futuras
aplicacdes na industria (DRIDER et al., 2006).

Van Reenen et al. (2003) realizaram a clonagem do DNA plasmidial codificador da
plantaricina 423, produzida pela estirpe de Lactobacillus plantarum 423, em um vetor bifuncional
e a sua producao foi verificada apds a inser¢ao desse vetor, contendo o gene codificador da
plantaricina 423, em células da estirpe Saccharomyces cerevisiae L5366h. As células
transformantes de S. cerevisiae L5366h [YEpPla423], obtidas a partir deste experimento, apds
trés dias de incubagdo em placas contendo a indicadora L. monocytogenes, proporcionaram a
producdo de zonas de inibicdo contra este patégeno. Este foi o primeiro relato da expressao de
uma Bac de classe Il e produzida por L. plantarum através de células de S. cerevisiae, 0 que
representa uma oportunidade de utilizacdo dessa Bac no controle biolégico de microrganismos
formadores de esporos durante a fermentagdo alcodlica do vinho. Estes autores também
relataram que Bac empregadas na produgao de vinho podem reduzir o uso de didxido sulfuroso
nessas bebidas e que aquelas que possuem agao inibitéria contra Oenococcus oeni podem
participar, significativamente, no controle da fermentagdo malolactica neste tipo de bebida.

Outro tipo de microrganismo que pode ser utilizado para a expressao de genes
codificadores de producdo de Bac € a levedura Pichia pastoris, que, como hospedeiro
heterélogo, proporcionou a producao de grandes quantidades de Bac da classe lla, como a
enterocina P e a pediocina PA1/AcH (DRIDER et al., 2006). A tabela 4 mostra algumas Bac que
foram produzidas através do emprego da técnica de expressao heterdloga.
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Tabela 4: Bacteriocinas produzidas utilizando-se a técnica de expressao heterbloga (adaptado
de PAPAGIANNI, 2003).

Bacteriocina Organismo Hospedeiro Vetor Referéncia
hospedeiro heterélogo
Acidocina A Lactobacillus Lactobacillus casei pESX72 KANATANI,OSHIMURA &
acidophilus TK9201 TK9008 SANO (1995)
Colicina V E. coli L. lactis IL1403 pLEC2 VAN BELKUM,
(pPMB500) WOROBO & STILES
(1997)
Lacticina 3147 L. lactis DPC3147 E. faecalis FA2-2 pOMO02 RYAN et al. (1999)

Lactocina S Lactobacillus sakei L. plantarumNC8  pELS163 SKAUGEN, CHRISTIE &

L45 NES (2002)
Mesentericina Leuconostoc Lactobacillus pFBYCO04 BIET et al. (1998)
Y105 mesenteroides Y105 cremoris LC

P. acidilactici PAC1.0 E. coliV850 pSRQ11.1 MARUGG et al. (1992)
Pediocina PA-1
P. acidilactici PAC1.0 L. lactis MM210 pMC117 BUYONG, KOK &
LUCHANSKY (1998)

P. acidilactici 347 L. lactis 1L1403 pJM04 MARTINEZ et al. (2000)

2.6 Agentes utilizados na formacao de matriz de filmes

Os agentes formadores de matriz de filmes que sdo amplamente utilizados pela industria
sdo os carboidratos (amido e maltodextrina), proteinas (gelatina, caseina e soro de leite),
derivados de celulose (carboximetilcelulose), gomas (arabica, guar e alginato) e lipidios (ceras,
parafinas e acidos graxos), ou até mesmo suas combinagdes (DAVANCO, TANADA-PALMU &
GROSSO, 2007). O emprego de polimeros biodegradaveis na industria vem sendo muito
estudado, em razao da necessidade cada vez maior da substituicdo de embalagens sintéticas
convencionais, que causam grande impacto ao meio ambiente (LIMA et al., 2007). Além deste

aspecto, o desenvolvimento de embalagens de alimentos utilizando filmes poliméricos com
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agentes antimicrobianos incorporados, que possam atuar como uma barreira para a
contaminacao destes alimentos e com isso promover a extensdo da vida de prateleira do
alimento, vem sendo alvo de inimeros estudos (CHA et al., 2002; MAURIELLO et al., 2004;
SANTIAGO-SILVA et al., 2008).

Fatores como custo, disponibilidade de biopolimeros, assim como as propriedades
funcionais desejadas para os filmes, devem ser levados em consideracado quando se pensa em
uma possivel aplicacdo industrial. Propriedades como resisténcia e flexibilidade, cor e
opacidade, permeabilidade ao vapor de agua, oxigénio e diéxido de carbono e solubilidade em
agua fazem parte das propriedades funcionais que devem ser avaliadas. Estas irdo variar de
acordo com o biopolimero a ser utilizado (peso molecular, conformacao e polaridade), das
condigcbes de fabricacdo (concentracdo, pH, tipo e teor de aditivos), além das condicdes
ambientais (temperatura e umidade), sendo importantes em razao da natureza higroscopica dos
biopolimeros. A espessura também € um parametro que influencia as propriedades funcionais
dos filmes, uma vez que a permeabilidade ao vapor de agua é diminuida com o aumento da
espessura (SOBRAL, 2000).

2.6.1 Alginato

O alginato de sédio € um polissacarideo originario da parede celular de algas marinhas
pardas da classe Phaeophyceae e das espécies Fucus serratus, Ascophyllum nodosum,
Laminaria digitata, Laminaria cloustonii, Ecklonia maxima e Macrocystis pyrifera. A figura 6
mostra uma das espécies de algas pardas, que pode ser utilizada para fabricacao de alginato.

O &cido alginico é um polimero linear, formado por residuos de acidos a-L-gulurénico
(G) e B-D-manurdnico (M), unidos por ligacdes B 1— 4, de composi¢cdo homopolimérica G-G ou
M-M, ou por blocos com seqgiiéncias alternadas de M-G (DONG, WANG & DU, 2006). O peso
molecular dos alginatos comerciais costuma oscilar entre 32.000 a 200.000 Da. A estrutura
quimica dos acidos formadores do acido alginico esta apresentada na figura 7.
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Figura 6: Alga Macrocystis pyrifera, uma das espécies de algas pardas de onde o alginato é

originado. Foto retirada do site (http://www.algaebase.org).

COOH H
H 0 H 0
i oo \H
OH HO OH HO
H H H H
H H 1 H

(a) (b)

Figura 7: Estrutura quimica dos acidos que formam o &cido alginico. (a) acido manurdnico e (b)
acido gulurénico (FRANCHETTI & MARCONATO, 2006).
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A sua habilidade de reagir com cétions polivalentes, especialmente ions célcio, é a
propriedade mais util dos alginatos, promovendo, assim, a formacao de géis fortes ou polimeros
insoluveis que tenham aplica¢cdo na industria de alimentos. J& na industria farmacéutica, este
filme permite a liberagcdo controlada de drogas incorporadas as matrizes (DONG, WANG & DU,
2006). De uma maneira geral, os ions célcio promovem a formagcao de complexos com quatro
residuos de unidades de acido gulurdnico, criando uma estrutura conhecida como “egg box”,
como pode ser observado na figura 8 (RHIM, 2004; DONG, WANG & DU, 2006).

A quantidade relativa de cada tipo de cadeia varia entre os diferentes alginatos. Existem
distintas diferencas estruturais entre os tipos de cadeias. Os blocos (MG), formam cadeias mais
flexiveis e sdo mais sollveis em baixos valores de pH. Ja os blocos (G), formam cadeias
rigidas em que duas cadeias G com mais de seis residuos cada podem ser ligadas por ions
bivalentes, levando a formacdo de gel. Em baixos valores de pH, alginatos de alta massa
molecular protonados podem formam géis acidos fracos. Os géis com grande quantidade de
(G)n exibem alta porosidade, baixo encolhimento durante a formacdo do gel e menor
inchamento apds a secagem. Quanto maior a quantidade de (M),, mais macios os géis se
tornam e os seus poros se apresentam de menor tamanho (KAWAGUTI & SATO, 2008).

O grande interesse no emprego do alginato, tanto na industria de alimentos quanto na
industria farmacéutica, se deve as suas propriedades coloidais como espessante, formador de
filmes, gelificante e estabilizante de emulsdes. Com isso, produtos a base de carne, sorvetes e
bebidas ja utilizam o alginato em suas férmulas. A figura 9 mostra um produto comercializado
que possui alginato em sua composigao e é utilizado como curativo de feridas na pele.
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(a) homopolimeros de acido gulurénico; (b)

Figura 8: Formacao do gel de alginato de célcio:

ligagado entre as cadeias homopoliméricas através dos ions calcio situados entre os grupos com
carga negativa; (c) formagao da rede de gel (adaptado de KAWAGUTI & SATO, 2008).
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Figura 9: Fibracol Plus® da Johnson & Johnson, produto que utiliza o colageno e o alginato em
sua composic¢ao.

2.6.2 Gelatina

A gelatina é um polimero natural obtido pela desnaturacao térmica ou pela degradacao
fisica e quimica do colageno, proteina esta que é amplamente encontrada na natureza e o
maior constituinte da pele. A biodegradacdo e a biocompatibilidade da gelatina séo
caracteristicas que atraem o interesse de aplicagdo na industria de alimentos e na industria
farmacéutica, além de ser um material muito mais barato do que o préprio colageno e de mais
facil obtencdo em solugdes concentradas (DONG, WANG & DU, 2006; GASPARD et al., 2008).
A gelatina é um ingrediente utilizado em uma grande variedade de alimentos comercializados,
assim como sobremesas, produtos carneos e produtos de confeitaria (ANTWI, et al., 2006), e
também vem sendo aplicada como material constituinte de produtos que promovem a limpeza
de feridas, adesivos e, especialmente, em materiais farmacéuticos usados para a liberagao
controlada de droga (“drug delivery”) (DONG, WANG & DU, 2006).

Estes mesmos autores, com o objetivo de produzir um sistema de liberagcao controlada
de drogas, utilizaram, como modelo, filmes de alginato e de gelatina com ciprofloxacina
incorporada, visando desenvolver um mecanismo eficaz de liberacdo controlada de drogas, in
vivo e in vifro (DONG, WANG & DU, 2006). Além disso, a caracterizacdo estrutural e
morfologica do filme foi realizada. Os resultados indicaram que o filme pode ter uma aplicagao
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eficaz, mas que pardmetros como pH, quantidade de droga utilizada e espessura do filme
possuem influéncia relevante nas propriedades de liberagéo da droga a partir do filme.

Assim como os antibiéticos, as Bac também podem ser incorporadas em matrizes
poliméricas para a formacao de filmes ou estruturas bioativas, que tenham a possibilidade de
emprego, tanto na industria de alimentos como na industria farmacéutica. As Bac produzidas
pelas estirpes de S. aureus podem vir a ser empregadas, em sua forma purificada, como uma
nova estratégia no controle da colonizacdo de alimentos por microrganismos indesejaveis,
assim como no controle e na prevencédo de doengas infecciosas, uma vez que possuem um
amplo espectro de agao, sao resistentes a tratamentos térmicos e de pH. Além disso, o
emprego de meios de cultura e a utilizacdo de materiais mais baratos que proporcionem, ainda
assim, um bom rendimento de producao de Bac, sdo formas de producdo ndo tdo onerosas
para a industria. O desenvolvimento de uma nova e possivel estratégia de emprego industrial
das Bac, utilizando-se técnicas de imobilizacdo em matrizes de biopolimeros, vem a ser outro
aspecto importante quando se pensa em uma aplicacdo na industria farmacéutica ou de
alimentos. Em razdo disso, o estudo da produgdo de Bac e o desenvolvimento de uma
estratégia que promova novas possibilidades de aplicagao destas Bac sdo necessarios.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Investigar o potencial de aplicacdo das aureocinas A70 e A53 na preservagdo de
alimentos, ou como agentes terapéuticos, detectar a producdo e caracterizar novas Bac
produzidas por Staphylococcus spp. de origem animal.

3.2 Objetivos especificos
(Parte 1)

e |Levantar o perfil de crescimento das estirpes produtoras das aureocinas A70 e A53 e de
producado das respectivas Bac nos meios de cultura BHI, YPD e PD;

e Determinar os pardmetros cinéticos do crescimento microbiano e de produgdo das
aureocinas A70 e A53;

e Determinar a meia-vida e o tempo de prateleira das aureocinas A70 e A53 nas temperaturas
de -20°C, 4°C e 25°C;

e Aprisionar as aureocinas A70 e A53 em matriz de alginato/gelatina e verificar a sua
liberacdo a partir desta matriz;

e \Verificar a adsorcdo das aureocinas A70 e A53 a material pléstico utilizado como
embalagem de alimento;

¢ Analisar a cinética de acao das aureocinas A70 e A53.

(Parte 2)

e Detectar a producdo de substéncias antimicrobianas (SAM) por 21 estirpes de
Staphylococcus spp. de origem animal;

¢ |dentificar as estirpes que se mostraram produtoras de SAM,;

e Analisar a sensibilidade das SAM produzidas pelas estirpes estudadas a enzimas
proteoliticas e ao NaOH 0,2 N;
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Analisar o perfil de DNA plasmidial das estirpes;

Estudar a acdo das Bac produzidas por estirpes de S. aureus e de S. epidermidis sobre as
estirpes de Staphylococcus spp. de origem animal;

Determinar o espectro de acao da Bac 3682;

Purificar e determinar a massa molecular da Bac produzida pela estirpe 3682.
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Parte 1
Investigacao do potencial de utilizacao das aureocinas A70 e
A53 como biopreservativos de alimentos

42



4. Materiais e Métodos

4.1 Estirpes bacterianas utilizadas e condi¢oes de cultivo

4.1.1 Staphylococcus spp.

As estirpes de S. aureus A70 e A53 foram isoladas, independentemente, a partir de leite
pasteurizado dos tipos C e B, respectivamente (GIAMBIAGI-deMARVAL et al., 1990), e foram
empregadas neste trabalho para os estudos de producdo das Bac em diferentes meios de
cultura, de vida de prateleira e de meia-vida, nos experimentos de aprisionamento em matriz de
alginato e gelatina, de adsor¢do a material plastico e na determinacdo da cinética de acédo das
aureocinas A70 e A53. As estirpes de S. aureus A70 e A53 foram crescidas em meio BHI e
incubadas a 37°C por 18 h, para posterior utilizacdo. Estas estirpes foram estocadas em meio
BHI com glicerol 40% (v/v), a -20°C, até o momento do uso.

4.1.2 Outras bactérias utilizadas como indicadoras

A estirpe Corynebacterium fimi NCTC 7547 foi utilizada como estirpe indicadora (por ser
muito sensivel a agdo de estaficoccinas) nos experimentos para a verificacdo da produgao das
aureocinas A70 e A53 nos diferentes meios de cultura, verificacdo da vida de prateleira e meia-
vida dessas Bac e nos experimentos de aprisionamento das mesmas em matriz de alginato e
gelatina e de adsorcdo a material plastico. A estirpe de Micrococcus luteus ATCC 4698 foi
empregada para a titulagao das preparagdes das aureocinas semipurificadas que foram utilizadas
nos experimentos da verificagcdo da cinética de agdo das aureocinas. O emprego desta estirpe
nestes experimentos foi realizado uma vez que o seu crescimento ndo proporcionava a formagao
de grumos que, desta forma, pudessem interferir na leitura da DOgqo. A estirpe de Listeria innocua
ATCC 33090 também foi empregada neste trabalho, como indicadora da atividade antimicrobiana
das aureocinas, para verificacdo da sua cinética de acado. A estirpe mencionada acima foi
utilizada neste trabalho por pertencer a um importante grupo de patégenos associados a
alimentos sendo, porém, menos patogénica do que L. monocytogenes.Todas as estirpes foram
previamente crescidas em meio BHI e incubadas a 37°C por 18 h, para posterior utilizacdo. Estas
estirpes bacterianas também foram estocadas em meio BHI com glicerol 40% (v/v), a -20°C, até o
momento do uso.
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4.1.3 Meios de cultura
o Meio BHI: Brain Heart Infusion (Difco ou Oxoid). Este meio foi utilizado em caldo, sélido
[acrescido de agar a 1,5% ou 1,0% (p/v)] € semi-solido [acrescido de agar a 0,7% (p/v)]. O meio

BHI foi utilizado em todos os experimentos associados a producao das aureocinas.

o Meio YPD: 1% (p/v) de extrato de levedura (Difco), 2% (p/v) de peptona de carne (Vetec)
e 2% (p/v) de dextrose (glicose anidra; Reagen).

o Meio PD: 0,2% (p/v) de peptona de carne e 2% (p/v) de dextrose.
o Meio TSB: Tryptone Soya Broth (Difco): Este meio de cultura foi utilizado como meio

solido [acrescido de agar a 1,5% (p/v)], designado TSA, somente para a contagem de unidades
formadoras de colbnias (UFC).

Todos estes meios de cultura foram esterilizados por autoclavagdo em autoclave
vertical, por 15 min a 121 °C, e armazenados sob refrigeracado até o momento do uso.

4.1.4 Outros materiais

. Agar bacteriolégico (Merck® ou Biolog®)

. Alginato de sédio — ISP Alginates Inc. Keltone® LV

o Cloreto de célcio 2-hidrato cristalizado (CaCl**) (Merck®)
U Fosfato de sédio dibasico — (Reagen®)

. Gelatina bacteriolégica — (Reagen®)

. Glicerol - (Reagen®)

. Hidroxido de sédio — (QEEL®)
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4.2 Avaliacdo da producao de Bac pelas estirpes S. aureus A70 e A53 (GIAMBIAGI-
deMARVAL et al., 1990, modificado)

As estirpes foram crescidas em 5 ml de meio BHI a 37°C por 18 h; 5 ul de cada cultura
foram inoculados na forma de pontos na superficie de uma placa de Petri de 10 cm de didmetro
contendo 25 ml de meio BHI sélido. Apés um periodo de 24 h a 37°C, as bactérias foram
mortas por exposicao a vapores de cloroférmio por 30 min e, sobre a placa, foram vertidos 3 ml
de meio BHI semi-sélido acrescido de aliquotas de 0,3 ml da estirpe indicadora C. fimi NCTC
7547 (previamente crescida por 24 h a 37°C, em 5 ml de meio BHI). As placas foram
reincubadas a 37°C por 18 h e a producdo das aureocinas foi indicada pelas zonas de inibicao
ao redor dos pontos de crescimento das estirpes produtoras. Zonas de inibicdo iguais ou
maiores do que 15 mm foram consideradas como possiveis indicadoras de producao de Bac
pelas estirpes produtoras.

4.3 Curva de crescimento das estirpes S. aureus A70 e A53 nos meios BHI, YPD e PD

As estirpes foram previamente crescidas em 5 ml de meio BHI, por 18 h a 37°C. Apds
esse periodo de incubagéo, 1 ml da cultura foi inoculado em 100 ml dos meios de cultura BHI,
YPD E PD, sendo estes incubados a 37°C por 24 h, sob agitacdo a 120 rpm em incubadora de
bancada CT-712 (Cientec). Aliquotas de 100 ul foram retiradas assepticamente nos intervalos
de 0, 2, 4, 6, 8 e 24 h. As diluicdes de 10*a 10" foram preparadas em 900 pl de salina estéril
[NaCl a 0,85% (p/v)], sendo 100 ul de cada diluicdo semeados em placas de Petri contendo
meio TSA. As placas foram entdo incubadas a 37°C por 24 h, para a posterior contagem das
UFC.

4.4 Curva de producao das aureocinas A70 e A53 nos meios BHI, YPD E PD

Para a avaliagdo da producdo das aureocinas nos diferentes meios de cultura, as
estirpes foram previamente crescidas em 5 ml de meio BHI, por 18 h a 37°C. Apds esse periodo
de incubacédo, 1 ml da cultura foi inoculado em 100 ml dos meios de cultura BHI, YPD E PD,
sendo estes incubados a 37°C por 24 h, sob agitacdo a 120 rpm. Aliquotas de 1 ml foram
retiradas dos meios nos mesmos intervalos de tempo descritos no item 4.3, para a avaliagao da
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atividade das aureocinas. Neste caso, o material (células e meio de cultura) foi centrifugado a
8.000 rpm por 10 min em microcentrifuga CT-14000 R (Cientec), para a remogao das células
bacterianas. O sobrenadante resultante foi entdo aquecido em banho-maria a 80°C por 10 min,
para morte das células residuais e inativacdo de proteases, provenientes do metabolismo
microbiano, que pudessem vir a interferir na atividade da aureocina A70, sendo esta Bac
sensivel & acao de enzimas proteoliticas (GIAMBIAGI-deMARVAL et al., 1990). O tratamento
térmico por sua vez pdde ser realizado para esterilizacdo do sobrenadante em razdo da
resisténcia das aureocinas a este tipo de tratamento (GIAMBIAGI-deMARVAL et al., 1990) e
pelo fato dos estafilococos nao formarem esporos (BANNERMAN & PEACOCK, 2007).

4.5 Determinacao das unidades arbitrarias das Bac (UA/ml) (COELHO et al., 2007)

Placas de Petri contendo 25 ml de meio BHI sélido foram cobertas por uma camada de
BHI semi-sélido contendo aproximadamente 10° células da estirpe indicadora C. fimi NCTC
7547, previamente crescida por 24 h a 37°C, em 5 ml de meio BHI. Orificios de 6 mm de
didmetro foram feitos no meio e preenchidos com 40 pl de diluicoes seriadas (1:2 a 1:512) das
aureocinas, preparadas em meio BHI liquido. Posteriormente, as placas foram incubadas a
37°C por 24 h. O titulo (UA/ml) foi dado pelo inverso da maior diluicdo que produzia halos de
inibicdo contra a estirpe indicadora, multiplicado por 25, sendo os halos sempre medidos em
mm. Este teste foi sempre realizado antes da utilizagdo das aureocinas semipurificadas, para a
quantificacdo das mesmas, utilizadas em experimentos posteriores.

4.6 Metodologias utilizadas nos calculos das variaveis de resposta (SCHMIDELL et al.,
2005)

4.6.1 Fatores de conversao

Para a realizacao dos célculos dos fatores de conversao, foram adotadas as seguintes
defini¢bes:
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4.6.1.1 Conversao de substrato (glicose) em Bac

R = AP/AS = (P-P,)/(So-S)

Onde: P = concentragdo maxima de Bac
P, = concentracéo inicial de Bac
S, = concentracao de substrato em P,
S = concentragao de substrato em P

4.6.1.2 Conversao de Bac por células formadas

Yo = AP/AX = (P-Po)/(X-Xo)

Onde: P = concentragdo maxima de Bac
P, = concentracao inicial de Bac
X = concentragdo maxima de UFC
Xo = concentragao inicial de UFC

4.6.2 Produtividade

Para os calculos da produtividade, foram utilizadas as seguintes formas de calculo:

4.6.2.1 Produtividade em termos de produto:

Qp = (P-Po)/(t-to)

Onde: P = concentragcdo maxima de Bac
P, = concentracao inicial de Bac
t = tempo de crescimento onde ha a maxima produgéo de Bac

t, = tempo inicial do crescimento



4.6.2.2 Produtividade em termos de células formadas :

Q= (X'Xo)/ (t'to)

Onde: X = concentracdo maxima de UFC

Xo = concentracgao inicial de UFC

t = tempo final de crescimento

t, = tempo inicial de crescimento

4.7 Expressoes matematicas do crescimento

4.7.1 Taxa especifica de crescimento

Este parametro cinético foi calculado da seguinte forma:

H = (InXz = InXy)/(t2 - ty)

onde: X, = concentragdo de UFC no final da fase exponencial

Xy = concentra¢do de UFC no inicio da fase exponencial

to = tempo de crescimento referente a X2

t; = tempo de crescimento referente a X1

4.7.2 Tempo de duplicacao

ty=1n2/u

Onde : u = taxa especifica de crescimento
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4.8 Determinacao da cinética de acao das aureocinas A70 e A53

4.8.1 Obtencao das preparacoes de Bac (PARENTE & HILL,1992, modificado)

As estirpes de S. aureus A70 e A53 foram crescidas em 15 ml de meio BHI, a 37°C por
18 h. Ap6s este periodo de incubagao, 10 ml de cada cultura foram inoculados em 1l de meio
BHI, sendo novamente incubados por a 37°C por 8 h (aureocina A70) ou 24 h (aureocina A53),
sob agitacdo a 200 rpm. Posteriormente, estas culturas foram centrifugadas a 16.300 x g por 15
min a 4°C. Os sobrenadantes foram entdo coletados e precipitados com sulfato de ambénio a
70% de saturacao, sendo mantidos a 4°C por 3 h e meia, sob agitacdo. Decorrido esse tempo,
uma nova centrifugacao foi realizada a 23.300 x g, por 40 min a 4°C. O sobrenadante foi entédo
desprezado e o sedimento foi suspenso em 100 ml de agua Milli-Q estéril. A bacteriocina
presente no sobrenadante foi titulada (UA/ml) através do método de titulagdo em microplacas
de poliestireno (TTP), apéds esterilizacdo por meio de filtragcdo (membranas Millipore com poros
de 0,22 um).

4.8.2 Titulacao das aureocinas A70 e A53 em microplacas de poliestireno

A solugcdo das Bac foi diluida (1:2 a 1:4.048) em 100 ul de meio BHI colocados nos
pocos de microplacas de poliestireno. A cada poc¢o, foram posteriormente adicionados 100 pl de
uma cultura de M. luteus ATCC 4698, previamente crescida em 5 ml de meio BHI, por 24 h a
37°C, e diluida neste mesmo meio de cultura até uma DOgyy correspondente a 0,05. Como
controles, foram preparados dois pogos contendo 200 ul das Bac nao diluidas ou 100 pl de
meio BHI adicionados de 100 ul da cultura diluida da estirpe indicadora (controle do
crescimento microbiano). A microplaca foi incubada a 37°C por 24 h e, apds este periodo, a
DOgqo de cada pocgo foi lida no aparelho “Automated Microplate Reader — ELX800” (Biotek
Instruments). O titulo das Bac (UA/mI) correspondeu a maior diluicido de Bac que resultou em
uma reducao de, no minimo, 50% da DOy correspondente ao controle de crescimento
bacteriano, multiplicada por 10.

4.8.3 Analise da cinética de acao das aureocinas A70 e A53

A estirpe de L. innocua ATCC 33090 foi crescida em 5 ml de meio BHI e incubada a
37°C por 18 h. O material foi centrifugado a 13.000 rpm em microcentrifuga 5415 D
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(Eppendorf), por 2 min, e as células foram entédo suspensas em 0,6 ml de meio BHI até a DOgg
= 1,0 (aproximadamente 10° células). A suspensdo celular, foi adicionada uma determinada
quantidade de cada Bac, separadamente. A suspensio contendo a aureocina A53, ainda foram
adicionados 300 ul de meio BHI para que a solucao desta Bac estivesse com o mesmo titulo
(2.048 UA/ml) da aureocina A70. Posteriormente, 400 ul de cada suspensao (células acrescidas
das Bac) foram inoculados em microplacas do tipo “honeycomb” e incubadas no aparelho
Bioscreen C (OY Growth Curves — Finland), por 8 h a 37°C. A cada hora, foi feita a leitura de
DOsqo de cada suspensao celular, precedida por agitagao por 10 s antes de cada leitura. Nos
controles de crescimento bacteriano (apenas a estirpe de L. innocua), ndao houve adicao das

aureocinas.
4.9 Avaliacao da vida de prateleira das aureocinas A70 e A53:

4.9.1 Crescimento das estirpes S. aureus A70 e A53 e preparo do sobrenadante contendo
as aureocinas:

As estirpes foram crescidas em 5 ml de meio BHI, a 37°C por 18 h; 1 ml das culturas foi
inoculado em 100 ml de meio BHI e crescido sob agitagdo a 120 rpm, a 37°C por 8 h (estirpe
A70) ou 24 h (estirpe A53). O sobrenadante das estirpes produtoras das aureocinas foi
recolhido ap6s centrifugagdo a 7.710 xg por 20 min e colocado em banho-maria a 80° C por 10
min, para morte celular e inativacdo de proteases. Este sobrenadante resultante foi, entéo,
ultrafiltrado com a utilizacdo de membrana Amicon YM10 (Millipore), com limite de exclusédo de
1.000 Da, para concentracdo dos sobrenadantes. A titulacdo do sobrenadante foi realizada
como descrito no item 4.5.

4.9.2 Estudo da vida de prateleira das aureocinas A70 e A53:

Apbs passagem pela membrana de ultrafiltracdo (conforme descrito no item anterior), o
sobrenadante das aureocinas foi distribuido em aliquotas de igual volume (1,5 ml) e
armazenado as temperaturas de -20° C, 4°C e 25°C, por um periodo de um ano e cinco meses.
A determinagdo das UA/ml foi realizada, como descrito no item 4.5, ao longo de 72 semanas
para a avaliagdo da vida de prateleira das Bac.
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4.9.3 Estudo da meia-vida das aureocinas A70 e A53

A meia-vida das aureocinas foi determinada no momento em que o seu titulo caiu pela
metade, nas diferentes condi¢cdes de temperatura a que foram submetidas, durante o tempo de
avaliacdo da atividade.

5. Aprisionamento das aureocinas A70 e A53 em matriz de alginato e gelatina

5.1 Obtencao das aureocinas A70 e A53 (semipurificadas) a partir de precipitacao com
sulfato de amoénio (PARENTE & HILL,1992)

As estirpes foram crescidas em 5 ml de meio BHI a 37°C por 18 h. Posteriormente, 1 ml
de cada suspensao celular foi inoculado em 100 ml de meio BHI e as culturas foram crescidas
sob agitacdo a 120 rpm, durante 8 h (A70) ou 24 h (A53). As culturas foram centrifugadas a
7.710 xg, por 20 min a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e precipitados com sulfato de
amoénio a 70% de saturagao, a 4°C, sob agitacdo por 2 h. Apés o sal entrar todo em solucao, as
preparagdes foram centrifugadas a 13.200 xg, por 30 min a 4°C. Os sobrenadantes foram
desprezados e os materiais precipitados foram dissolvidos em 10 ml de tampao fosfato de sodio
0,1 M, pH 7,0. Em seguida, as preparagdes foram submetidas a didlise em membranas com
limite de exclusao de 2.000 Da (para a aureocina A70) ou de 3.500 Da (para a aureocina A53),
por 24 h a 4°C, contra o mesmo tampao. As preparacdes foram esterilizadas através de
aquecimento a 80°C por 10 min e o titulo foi encontrado como descrito anteriormente no item
4.5.

5.2 Producao de matriz de alginato/gelatina com adicao das Bac semipurificadas
(MARCOS et al., 2008, modificado)

Primeiramente, o alginato de sdédio (0,4 g) e a gelatina bacteriolégica (0,5 g) foram
dissolvidos em 8 ml de agua Milli-Q, até a formagdo de uma solugdo homogénea que foi
submetida a esterilizacdo por autoclavacao a 121°C, por 15 minutos. Apds o resfriamento da
solugdo de alginato/gelatina, foram incorporados, gentiimente, 2 ml das solugbes das
aureocinas A70 e A53, semipurificadas, com o titulo de 3.200 UA/ml e 800 UA/mI,

respectivamente, obtidas conforme descrito no item anterior, formando-se entdo uma solugéo
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homogénea de alginato a 4% (p/v) e gelatina a 5% (p/v), adicionada de cada Bac
separadamente.

Para a formacao da matriz, uma aliquota de 1 ml desta solucdo foi vertida sobre uma
placa de Petri estéril de 10 cm de diametro, onde, prontamente, foi submetida ao espalhamento
com o auxilio de alga de vidro, sobre uma area de aproximadamente 20 cm?. Apds secagem do
material a temperatura ambiente por 15 min, 10 ml de solugcao de CaCl, 0,15 M foram vertidos
sobre 0 material. Ap6s 30 min sob a agao do CaCl,, este foi retirado e titulado como descrito no
item 4.5, para se verificar se o CaCl, nao inibiria o crescimento da bactéria indicadora ou se
haveria atividade residual das Bac na solugéo de CaCls.

5.3 Verificagdo da atividade das aureocinas A70 e A53 aprisionadas em matriz de
alginato/gelatina (MARCOS et al., 2007)

Para a verificagdo da atividade das Bac aprisionadas na matriz de alginato/gelatina, uma
secao da matriz com tamanho de 1,5 x 1,0 cm foi retirada com o auxilio de um estilete e
posicionada sobre a superficie de uma placa de Petri contendo 25 ml de meio BHI sélido,
coberto por uma camada de BHI (3 ml) semi-sélido contendo aproximadamente 10° células da
indicadora C. fimi NCTC 7547. Logo apds, as placas foram incubadas a 37°C por 24 h.
Posteriormente, foi verificada, ou n&o, a inibicdo da estirpe indicadora no local onde a se¢ao foi

posicionada e se houve formagao de halo de inibicdo, sendo este medido.

5.4 Verificacao da adsor¢cao das aureocinas A70 e A53 a material plastico utilizado na
conservacao de alimentos (SCANNELL et al., 2000b, modificado)

Sacos plasticos (de polietileno), cujas dimensdes de 10,0 x 6,0 cm e que sao utilizados
para produzir vacuo foram empregados para se verificar a possivel adsorcdo das aureocinas
A70 e A53 a este material. Secdes de 2,0 x 2,0 cm do material plastico foram cortadas e
colocadas dentro de um saco plastico, juntamente com 1 ml das preparacdes das aureocinas
A70 e A53, obtidas como descrito no item 5.1. Apds 48 h de armazenamento a 4°C, as secoes
foram secadas a temperatura ambiente por aproximadamente 20 min (ou até que este material
ndo apresentasse goticulas na superficie). Posteriormente, cada secao foi lavada com agua
Milli-Q estéril e novamente secada a temperatura ambiente por aproximadamente 20 min (ou

até que este material ndo apresentasse goticulas na superficie). Apés a secagem, a secao foi
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posicionada sobre a superficie de uma placa de Petri contendo 25 ml de meio BHI sélido,
coberto por uma camada de 3 ml de BHI semi-sélido contendo aproximadamente 10° células
da indicadora C. fimi NCTC 7547 (previamente crescida por 24 h a 37°C, em 5 ml de meio BHI).
A placa foi entao incubada a 37°C por 24 h e, posteriormente, foi verificada a presenca ou nao
de zonas de inibicdo ao redor da sec¢éo.

5.5 Analise estatistica

O teste T (com o valor de p<0,05) foi empregado visando-se comparar se a diferenga no
tamanho dos halos encontrados nos experimentos de producédo das aureocinas A70 e A53, nos
meios de cultura BHI e YPD e nos tempos de seis e oito horas, era significativa. Este mesmo
teste também foi utilizado para se verificar se havia diferenga significativa entre o crescimento
da estirpe A70 nos meios BHI e YPD, no periodo de 6 a 8 h de crescimento da estirpe. O
software utilizado para estas analises foi 0 EXCEL XLSTAT 2008.
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6. Resultados, Discussao e Conclusoes

6.1 Verificacao da producao de Bac pelas estirpes S. aureus A70 e A53

A produgéo de Bac pelas estirpes de S. aureus A70 e A53 em meio BHI sélido esta
demonstrada na figura 10, onde se verifica a formagédo de halos de inibigao contra a estirpe
indicadora C. fimi NCTC 7547. A média dos halos de inibicdo, apds trés experimentos
independentes, foi de 29 mm * 1, para a estirpe A53, € 32 mm = 3, para a A70.

Figura 10: Producéo de Bac pelas estirpes A70 e A53. A estirpe C. fimiNCTC 7547 foi utilizada

como indicadora.
6.2 Curvas de crescimento e producao de Bac pelas estirpes S. aureus A70 e A53 em
diferentes meios de cultura

Os experimentos foram realizados para se verificar o crescimento das estirpes de S.

aureus A70 e A53 nos diferentes meios de cultura BHI, YPD e PD e se estimar os parametros

cinéticos e de rendimentos.
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6.2.1 Curva de crescimento da estirpe A70 e producao de aureocina A70

A curva de crescimento da estirpe S. aureus A70 nos meios BHI e YPD esta
representado na figura 11. Partindo-se de uma cultura contendo 3,2 x 10° UFC/ml desta estirpe
em meio BHI, o numero de células encontradas no intervalo de 2 a 4 h do crescimento da
estirpe foi de 9,7 x 10’ UFC/ml e 9,3 x 10® UFC/ml, respectivamente, em meio BHI, e 4,1 x 10’
UFC/ml e 3,2 x 108 UFC/ml, respectivamente, em meio YPD. Com 6 h de crescimento nos
meios de cultura, onde a produgao da aureocina A70 foi detectada (figura 12), o nimero de
células encontrado chegou a valores de 1,7 x 10° UFC/ml, em meio BHI, e 1,2 x 10 UFC/ml, em
meio YPD.

No meio BHI, a produgdo maxima da aureocina A70 ocorreu apds 8 h de crescimento,
onde o nimero de células alcancou 1,2 x 10" UFC/ml. J4 no meio YPD, o maximo da producéo
da aureocina A70 foi atingido ap6s 6 h, sendo que o numero de células encontrado foi de 1,1 x
10° UFC/ml. Com 24 h de incubacao, observou-se um decréscimo no crescimento da estirpe
em ambos 0s meios de cultura, indicando o inicio de uma fase de morte celular, onde o nimero
de células encontrado foi de 7,7 x 10° UFC/mI, em meio BHI, e de 5,4 x 10® UFC/ml, em meio
YPD.

Em razdo do pouco crescimento da estirpe A70 no meio liquido PD, a contagem de
UFC/ml neste meio néo foi realizada. O meio de cultura PD n&o proporcionou também a
produgdo da aureocina A70. Este fato deve estar relacionado com o pouco crescimento da
estirpe neste meio, em razdo da menor quantidade de peptona (fonte de nitrogénio) contida
neste meio, além da auséncia do extrato de levedura. Os meios de cultura YPD e PD séo
empregados no crescimento de leveduras (RIBEIRO & HORII, 1999; VAN REENEN et al.,
2003), e, por serem meios nao tdo onerosos em relacdo ao meio BHI, foram empregados neste

trabalho.
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Curva de crescimento da estirpe A70

11

10

€
) 9 BHI
5 —4—YPD
(=2}
o
-l

0h 2h 4h 6h 8h 24 h

Tempo (h)

Figura 11: Curva de crescimento da estirpe S. aureus A70 nos meios de cultura BHI (m) € YPD
(A). Média de trés experimentos independentes, sendo os desvios-padrao representados pelas
barras.

E possivel se evidenciar que a diferenca nutricional dos meios de cultura influencia no
crescimento da estirpe S. aureus A70, uma vez que 0 seu crescimento no meio de cultura BHI
foi maior do que no meio de cultura YPD. Esta diferenca foi comprovada estatisticamente
(p=0,050), utilizando-se o teste T e comparando-se o crescimento da estirpe nos meios BHI e
YPD no intervalo de 6 a 8 h.

Quando o crescimento microbiano desta estirpe alcancou o intervalo de 4 a 6 h, o inicio
de uma fase estacionaria de crescimento pareceu se estabelecer, porém este fato nao se
mostrou verdadeiro, uma vez que, com 8 h de crescimento, ainda houve um aumento no
numero de células viaveis. O intervalo de 4 a 6 h de crescimento da estirpe A70 coincide com o
intervalo de comego da detecgcdo da producdo da aureocina A70, como podemos verificar na
figura 12.
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Figura 12: Curva de produgéo da aureocina A70 nos meios BHI = e YPD A. Média de trés

experimentos independentes. Desvios-padrao, zero.

O inicio da deteccdo da producdo da aureocina A70 foi observado com 6 h de
crescimento da estirpe nos meios BHI e YPD, quando uma aparente fase estacionaria pareceu
se estabelecer, sendo o titulo alcangado de 800 UA/ml e 200 UA/mI, respectivamente. O
maximo de producao foi verificado com 8 h de crescimento no meio BHI, alcangando 1.600
UA/ml. Por outro lado, no meio YPD, a produgdo com 8 h de crescimento manteve-se igual a
encontrada com 6 h de crescimento da estirpe. Apds 24 h de crescimento da estirpe, a
producédo da aureocina A70 nio foi observada em nenhum dos meios de cultura, sugerindo uma
perda total da atividade inibitéria ocasionada, provavelmente, pela degradacdo da aureocina
A70 por enzimas do metabolismo microbiano liberadas no meio de cultura. Este fato pode ser
explicado através dos resultados descritos por Giambiagi-deMarval et al. (1990), que mostraram
que a aureocina A70 é uma Bac sensivel a agao de enzimas proteoliticas.

Os resultados encontrados com relagdo a producdo da aureocina A70 em meio de
cultura BHI foram semelhantes aos descritos por Nascimento et al. (2004), que verificaram que
a produgao maxima desta Bac alcangava 1.600 UA/ml com 8 h de crescimento. Entretanto, o
titulo encontrado pelos autores supracitados, apds 6 h de crescimento da estirpe, foi a metade
do titulo encontrado neste trabalho. Este fato talvez esteja relacionado com o volume de meio
de cultura utilizado no presente trabalho, que foi o dobro do empregado pelos autores
mencionados acima e com a forma de obtencdo da preparacdo de Bac, que foi realizada por
liofilizag&o no trabalho precedente.
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O meio YPD nao proporcionou uma grande produgao da aureocina A70, mesmo com 8 h
de crescimento, indicando que a diferenga na composicao deste meio de cultura em relagao ao
meio BHI influenciou muito na producao da aureocina A70. Este fato pode ser explicado uma
vez que a estirpe de S. aureus A70 apresentou um menor crescimento neste meio de cultura.

O maximo de producao da aureocina A70 foi detectada com 8 h de crescimento, quando
se verificou, também, a maior contagem do nimero de células viaveis da estirpe A70, no meio
BHI, nas condi¢des experimentais que foram utilizadas neste trabalho. Com isso, verificamos
que, pelo menos no meio BHI, a quantidade de células viaveis influencia na producdo desta
Bac. Este fato ndo foi observado quando o meio de cultura YPD foi empregado.

A figura 13 representa o histograma do tamanho dos halos de inibicdo observados em
relagdo a aureocina A70 nao diluida, produzida nos meios BHI e YPD. Os halos de inibicao da
aureocina A70 produzida em meio BHI mostraram-se maiores do que os encontrados quando a
producédo da aureocina A70 foi realizada em meio YPD, alcangando a média de 18 mm, no meio
BHI, e 12 mm, em meio YPD, com 8 h de crescimento da estirpe. Como descrito anteriormente,
apdés 24 h de crescimento, ndo foi detectada a produgcdo da aureocina A70 nos meios de
cultura.

A diferenca no tamanho dos halos encontrados quando a producao da aureocina A70 se
deu no meio de cultura BHI, nos tempos de 6 e 8 h de crescimento, ndo se mostrou significativa
quando comparados através do emprego de testes estatisticos (p= 0,975), embora a
quantidade de aureocina A70 presente no meio fosse o dobro com 8 h de crescimento. Este
resultado revela que o tamanho dos halos encontrados néo indica, necessariamente, uma maior

producédo da Bac.
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Figura 13: Histograma do tamanho dos halos de inibicdo (em mm), contra a estirpe indicadora
C. fimi NCTC 7547, causados pela aureocina A70 nao diluida, produzida nos meios BHI e YPD.
Média de trés experimentos independentes, sendo os desvios-padrao representados pelas
barras.

6.2.2 Curva de crescimento da estirpe A53 e producao da aureocina A53

A figura 14 apresenta a curva de crescimento da estirpe S. aureus A53 nos meios de
cultura BHI e YPD. Partindo-se de uma cultura com 3,7 x 108 UFC/ml da estirpe S. aureus A53
em meio BHI, o nimero de células encontradas no intervalo de 2 a 4 horas de crescimento foi
de 6,2 x 10’ UFC/ml e 7,9 x 108 UFC/mI, em meio de cultura BHI, e de 5,2 x 10" UFC/ml e 3,3 x
10® UFC/ml em meio de cultura YPD. Com 6 h de crescimento, as contagens de células
chegaram a 2,0 x 10° UFC/ml, em meio BHI, e 7,7 x 108 UFC/mI, em meio de cultura YPD. Com
8 h de crescimento, as contagens de células viaveis nao mostraram grandes alteracoes,
alcancando 3,9 x 10° UFC/mI, em meio BHI, e 8,7 x 10® UFC/mI, em meio de cultura YPD. Ap6s
24 h de incubacao, observou-se um decréscimo no crescimento bacteriano tanto no meio BHI
como no meio YPD, onde as contagens obtidas foram de 9,7 x 102 UFC/ml e 2,8 x 102 UFC/m|,
respectivamente.
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Curva de crescimento da estirpe A53
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Figura 14: Curva de crescimento da estirpe S. aureus A53 nos meios de cultura BHI = e YPD
A . Média de trés experimentos independentes, sendo os desvios-padrao representados pelas
barras.

A estirpe S. aureus A53 parece entrar na fase estacionaria a partir de 6 h de crescimento
microbiano no meio de cultura YPD. Porém, no meio de cultura BHI, parece haver
desaceleracdo do crescimento a partir de 4 h, nas condigdes experimentais utilizadas neste
trabalho. Nascimento et al. (2004) verificaram que a estirpe A53 também iniciava a sua fase de
desaceleracao em meio BHI a partir de 4 h do crescimento da estirpe.

A produgédo da aureocina A53 nos diferentes meios de cultura esta representada na
figura 15. Sua deteccao se deu com 6 h de crescimento da estirpe de S. aureus A53 no meio
BHI, alcangcando o maximo de producdo (400 UA/ml) também neste mesmo tempo. Com 8 h de
crescimento da estirpe neste meio de cultura, o titulo da Bac manteve-se inalterado. No meio
YPD, a produgéo da aureocina A53 também foi detectada com 6 h de crescimento da estirpe
produtora. O titulo maximo alcangado foi a metade (200 UA/ml) do observado em meio BHI.
N&o foi observado decréscimo na quantidade da aureocina A53 durante o periodo de 24 h, em
ambos os meios de cultura, mantendo-se o titulo de 400 UA/ml, em meio de cultura BHI, e 200
UA/ml, em meio de cultura YPD.
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Figura 15: Curva de produgdo da aureocina A53 nos meios BHI = e YPD A. Média de trés
experimentos independentes. Desvios-padréo, zero.

Nascimento et al. (2004) detectaram que a produgdo da aureocina A53 em meio BHI
iniciava no intervalo entre 4 h e 6 h de crescimento da estirpe produtora de Bac, juntamente
com o inicio da fase de desaceleracdao do crescimento da estirpe. No presente trabalho, a
produc@o da aureocina A53 foi detectada com 6 h de crescimento microbiano nos meios de
cultura BHI e YPD. Devido a metodologia empregada neste trabalho, nao foi feita a avaliagdo da
atividade antimicrobiana no intervalo entre 4 h e 6 h. Em relacdo ao meio YPD, este promoveu
um crescimento menor da estirpe de S. aureus A53, além de promover uma menor produgao da
aureocina A53.

Crupper, Gies & landolo (1997), estudando a Bac R1 produzida pela estirpe S. aureus
UTO0007, verificaram que a producdo desta Bac iniciava-se ap6s 4 h de crescimento da estirpe
produtora, e, com 8 h de crescimento, alcangava o maximo de produgao (300 UA/ml),
mantendo-se desta maneira por, pelo menos, 24 h.

Na figura 16, pode-se verificar que praticamente ndo houve diferenca no tamanho dos
halos de inibicdo encontrados quando a aureocina A53 foi produzida nos meios BHI e YPD nos
tempos de 6 e 8 h, embora os titulos da Bac nesses dois meios fossem bem diferentes. Com 8
h, os halos encontrados foram ligeiramente maiores do que os detectados com 6 h de
crescimento da estirpe, embora os titulos da Bac fossem os mesmos nesses dois tempos.
Entretanto, a diferenga no tamanho dos halos encontrados, quando a producdo da aureocina
A53 foi realizada no meio de cultura BHI nos tempos de 6 e 8 h de crescimento, ndo se mostrou
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significativa, quando os tamanhos dos halos foram comparados entre si, através do emprego de
testes estatisticos (p=0,313). O mesmo resultado foi encontrado em relacdo ao meio de cultura
YPD (p=0,313).
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Figura 16: Histograma do tamanho dos halos de inibicdo (em mm), contra a estirpe indicadora
C. fimi NCTC 7547, causados pela producédo da aureocina A53 produzida nos meios BHI e
YPD. Média de trés experimentos independentes, sendo os desvios-padrdo representados
pelas barras.

Com 24 h de crescimento da estirpe, o tamanho dos halos também aumentou um pouco,
passando para 16 mm no meio BHI € 14 mm no meio YPD. Este fato ndo representa uma maior
produgéo da aureocina A53, uma vez que o titulo encontrado com 24 h de crescimento da
estirpe ndo aumentou. Esses resultados confirmam, ainda, a resisténcia desta Bac a agao de
enzimas proteoliticas (GIAMBIAGI de-MARVAL et al., 1990; NASCIMENTO et al., 2004).

Os resultados obtidos neste trabalho reafirmam que a composicao nutricional do meio
de cultura empregado influencia bastante na producéo das aureocinas A70 e A53, uma vez que
em relagdo ao meio BHI, o meio YPD pode ser considerado pobre nutricionalmente.
Nascimento et al. (2004) testaram a produg¢do das aureocinas A70 e A53 em diferentes meios
de cultura como, BHI, TSB, &gar nutriente, entre outros, e verificaram que o meio BHI
proporcionava uma maior producao destas Bac do que os outros meios de cultura testados.

Um exemplo da influéncia nutricional na producdo de Bac foi descrito também por
Nakamura et al. (1983) que, avaliando a producdo da estafilococcina 1YS2 (produzida pela
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estirpe S. aureus 1YS2 isolada de saliva humana) nos meios de cultura BHI acrescido de extrato
de levedura, TSB e 4gar nutriente, verificaram que a producédo desta Bac era maior no primeiro
meio de cultura. A produgdo méxima desta Bac foi verificada no intervalo entre 8 e 10 h do
crescimento microbiano, mantendo o mesmo titulo até 24 h de crescimento da estirpe
produtora.

A producdo da sakacina P produzida pela estirpe de L. sakei CCUG 42687 também é
muito influenciada pelo tipo e concentragao de nutrientes complexos presentes no meio, assim

como pela disponibilidade de acidos aminados (AASEN et al., 2000).

Arkoudelos e Nychas (1995), estudando o crescimento de Staphylococcus carnosus em
meios de cultura com e sem glicose, verificaram que a rapida assimilacdo de glicose, pela
estirpe de S. carnosus TM-300, promoveu uma grande mudanga no pH do meio de cultura,
provavelmente pela rapida assimilacao da glicose como fonte de carbono disponivel, levando a
producéo de acido lactico ou acético.

Estudos que revelem as vias metabdlicas utilizadas pelas estirpes de S. aureus A70 e
A53 ainda nado foram realizados. Uma vez que fatores ambientais como meio de cultura, tenséo
de oxigénio, concentragcdo de NaCl e pH podem vir a afetar a producédo de Bac (KAISER &
MONTVILLE, 1993; AASEN et al, 2000; NASCIMENTO et al, 2004), a producao das
aureocinas A70 e A53 também poderia sofrer influéncia da acidificagdo do meio de cultura YPD
por produtos do metabolismo microbiano, como o lactato e o acetato (NYCHAS et al.,, 1991;
SOMERVIILE et al., 2003). A reducao do crescimento microbiano, em razao da diminuigao do
pH, poderia explicar a razdo da menor producédo das Bac no meio YPD. Esta acidificacdo néo
parece acontecer no meio de cultura BHI, por este ser um meio de cultura tamponado. Porém, a
medicéo dos valores de pH dos meios durante o crescimento microbiano, de ambas as estirpes,
0 que poderia esclarecer este fato, ndo foi realizada.

Concluimos, portanto, que o meio de cultura BHI, apesar de ser um meio de cultura
complexo e caro, parece ser o meio de cultura mais adequado para a produc¢ao das aureocinas
A70 e A53.

Um grande esforco vém sendo realizado para se entender a genética da producdo de
Bac, visando-se aumentar a sua producao, uma vez que a producao de certas Bac é regulada,
0 que pode levar a uma diminuicdo da producao destas substancias sob certas condicoes
(DIEP et al., 2006; GALVEZ et al., 2007; BASTOS et al., 2009). Portanto, estudos que venham
a desvendar a regulagdo de produgédo das aureocinas sdo, por isso, cruciais e vém sendo

conduzidos em nosso laboratério.
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6.3 Resultados obtidos através dos calculos das variaveis de resposta

Diferentes condi¢cées de crescimento, como a composicdo de um meio de cultura,
podem vir a influenciar na taxa especifica de crescimento e no tempo de duplicacao de estirpes
bacterianas, sendo estas variaveis importantes em estudos de sintese de produtos microbianos
(KAISER & MONTVILLE, 1993).

6.3.1 Taxa especifica de crescimento e tempo de duplicacao

Os resultados encontrados para a taxa especifica de crescimento e o tempo de
duplicacdo das estirpes de S. aureus A70 e A53 na fase log do crescimento microbiano
(intervalo entre 2 a 4 h de crescimento) estdo demonstrados na tabela 5.

A estirpe S. aureus A70 apresentou uma taxa especifica de crescimento maior em meio
de cultura BHI do que em meio YPD, mostrando uma maior rapidez de seu crescimento em
meio BHI. Com relagdo a estirpe S. aureus A53, os valores encontrados para a sua taxa
especifica de crescimento foram quase os mesmos em ambos 0s meios de cultura, mostrando
uma melhor adaptacdo desta estirpe ao meio de cultura YPD, durante a fase log de
crescimento.

Com relacado ao crescimento de ambas as estirpes em meio BHI, ndo houve quase
diferenga nos resultados encontrados, sendo que o0s valores determinados para a taxa
especifica de crescimento foram de 1,41 + 0,2 h™ e tempo de duplicagdo de 30 min, para a
estirpe S. aureus A70, e de 1,35 + 0,08 h” e 31 min, para a estirpe S. aureus A53. Quando
comparamos a taxa especifica de crescimento e o tempo de duplicacdo de ambas as estirpes
no meio YPD, observamos que a estirpe A70 possui uma taxa especifica de crescimento menor
do que a estirpe A53, sendo os valores de 1,18 + 0,1 e 1,33 £ 0,07 h, respectivamente.
Consequientemente, o valor referente ao tempo de duplicacdo da estirpe A70 no meio YPD foi
maior do que o encontrado para a estirpe A53, sendo os valores de 35 min e 31 min,
respectivamente.

Estes resultados demonstram que o crescimento da estirpe S. aureus A70 parece ser
mais afetado pela composi¢cdo do meio YPD do que o crescimento da estirpe S. aureus A53.
Entretanto, a producdo de ambas as aureocinas A70 e A53 foi maior no meio BHI do que no
meio YPD.
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Tabela 5: Valores da taxa especifica de crescimento na fase log (intervalo de 2 a 4 h) e do
tempo de duplicagao encontrados para as estirpes S. aureus A70 e A53.

Estirpe Meio BHI Meio YPD
M tq M tq
A70 1,41 +0,2h" 0,50 h ou 30 min 1,18 0,1 h' 0,60 h ou 35 min
A53 1,35+ 0,08 h" 0,51 h ou 31 min 1,33+ 0,07 h 0,52 h ou 31 min

U - taxa especifica de crescimento; ty — tempo de duplicacao

Dengremont e Membré (1995), utilizando um modelo estatistico, avaliaram a taxa
especifica de crescimento de estirpes de S. aureus produtoras de enterotoxinas em diferentes
condicdes de pH, temperatura e concentracao de NaCl. O tempo de duplicacdo encontrado
para a estirpe B, com crescimento a 37°C em meio TSB, pH 7,4 € 0% de NaCl, foide 0,66 he o
valor da taxa de crescimento especifica foi de 1,05 h™'. Quando esta mesma estirpe foi crescida
a 14°C, pH 7,4 e 0% NaCl, o valor da taxa especifica de crescimento caiu para 0,05 h™ (tempo
de geragdo de 13 h). A estirpe C, também utilizada neste trabalho, teve a sua taxa de
crescimento especifico aumentada de 0,44 h™' (tempo de duplicagdo de 1,6 h), com 0 % de
NaCl, para 0,87 h™' (tempo de duplicagdo de 0,8 h), com 2 % de NaCl. Estes autores também
verificaram que os melhores valores para as taxas especifica de crescimento foram observados
para valores de pH entre 6,5 e 7,4, sob qualquer temperatura testada. O meio BHI, com pH em
torno de 7,4, possui NaCl em sua composicao (0,5 %), 0 que pode sugerir que este sal seja um
importante fator para o crescimento das estirpes de S. aureus empregadas neste trabalho, uma
vez que o meio YPD néo possui NaCl em sua composigao.

Kaiser e Montville (1993), estudando a producdo da bavaricina MN, produzida pela
estirpe de Lactobacillus bavaricus MN, verificaram que o titulo desta Bac parecia ser mais
influenciado pelo pH da cultura do que pela taxa de crescimento especifico, quando a producao
desta Bac era testada em um quimiostato.

A producgdo da nisina, uma Bac produzida por certas estirpes de L. lactis, sofre influéncia
nao apenas da composicdo do meio de cultura, mas também do pH do meio de cultura e da
taxa especifica de crescimento. O titulo maximo desta Bac (160 AU/ml) foi encontrado com um
valor de p = 0,25 h' (MEGHROUS et al., 1992).
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6.3.2 Rendimentos

Os rendimentos calculados neste trabalho basearam-se no consumo de glicose total
durante o crescimento microbiano para conversdao em Bac e na conversdo de Bac por células
formadas. Estes calculos basearam-se no tempo em que houve maior producdo das Bac
durante o crescimento microbiano. Com isso, os calculos de rendimento para a estirpe S.
aureus A70 foram realizados com 8 h de crescimento microbiano nos meios de cultura BHI e
YPD, enquando que os mesmos foram realizados com 6 h para a estirpe S. aureus A53. Os
valores de rendimentos encontrados estdo indicados na tabela 6.

Estes valores de rendimentos foram expressos em UA/UFC, uma vez que a metodologia
empregada nao foi a usual (peso seco) por se tratar de microrganismos muito pequenos, além
do pequeno volume de cultura empregado (100 ml), gerando assim dados sem precisdo para
que uma curva de peso seco pudesse ser utilizada no trabalho.

Tabela 6: Rendimentos encontrados para a producdo das aureocinas A70 e A53

Estirpes Rendimentos
R Yoix
A70 em BHI 80 UA/mg 1,3 x 10"UA/UFC
A70 em YPD 10 UA/mg 1,8 x 107 UA/ UFC
A53 em BHI 20 UA/mg 2,1 x107 UA/ UFC
A53 em YPD 10 UA/mg 5,2x 107 UA/ UFC

R - rendimento de substrato (glicose) em Bac; Y- converséo de Bac por células formadas

De acordo com os resultados contidos na tabela acima, observamos que o meio de
cultura YPD promoveu um rendimento menor de conversao de Bac em relagdo ao consumo de
glicose, para ambas estirpes produtoras de Bac. Embora o meio BHI tenha proporcionado um
rendimento mais baixo com conversao de Bac em relagdo ao consumo de glicose pela estirpe
S. aureus A53, em relacdo ao rendimento encontrado para a estirpe de S. aureus A70, o meio
de cultura BHI ainda assim mostrou melhores resultados. Os resultados obtidos em relagéao a
conversao de Bac por células formadas foram semelhantes para a estirpe A70 em ambos os
meios de cultura. Com relagao a estirpe A53, os resultados encontrados em relacdo ao meio
YPD foram mais do que o dobro dos encontrados com a utilizagdo do meio BHI.
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6.3.3 Produtividades

As produtividades em termos de produto (Bac) e em termos de células formadas,
encontradas para as estirpes de S. aureus A70 e A53, estdo apresentadas na tabela 7.

Tabela 7: Produtividades encontradas para as estirpes S. aureus A70 e A53

Estirpes
Produtividades A70 A53
Q, (meio BHI) 200 UA/h 66,6 UA/h
Q, (meio YPD) 25 UA/h 33,3 UA/h
Qy (meio BHI) 1,5 x 10° UFC/h 3,3 x108 UFC/h
Q, (meio YPD) 1,3 x 10 UFC/h 1,2 x 108 UFC/h

Q, — produtividade em termos de produto (Bac); Q, — produtividade em termos de células

formadas.

Com relacao as produtividades relativas ao produto (Bac) formado, observou-se que o
meio de cultura YPD proporcionou valores menores do que os encontrados para o meio de
cultura BHI, mostrando, mais uma vez, que este meio de cultura ndo é o melhor meio a ser
utilizado para a producdo das aureocinas A70 e A53. A produtividade em termos de células
formadas também revelou-se maior em relagdo ao meio de cultura BHI, para ambas as estirpes.

6.4 Verificacao da cinética de acao das aureocinas A70 e A53

O estudo quanto a cinética de agcdo das Bac, objetivando um futuro emprego das
aureocinas A70 e A53 como biopreservativos de alimentos ou até mesmo como agentes que
possam vir a ser utilizados no combate a infecgdes, € de extrema importancia e cada vez mais
estudos que esclarecam estas questdes sdo necessarios. A figura 17 mostra a cinética de agéo
das aureocinas A70 (A) e A53 (B), determinada a partir do emprego de uma preparacao
semipurificada das aureocinas com o mesmo titulo (2.048 UA/mI). A cinética de acao foi
determinada, medindo-se a diferenga da DOggg entre as culturas com adicdo das aureocinas

67



A70 e A53 e as culturas-controle contendo apenas L. innocua ATCC 33090, em relacao ao
tempo de incubacéo.

A acgdo da aureocina A70 foi verificada partindo-se de uma suspensao bacteriana com
DOsgqo de 0,8, no inicio do experimento, e chegando-se a uma DOgq de cerca de 0,6 ao final de
8 h de incubacdo, mostrando a diminuicdo da DQOgy durante o experimento. Com estes
resultados, verificamos que o modo de agdo da aureocina A70 parece ser bactericida contra a
estirpe de L. innocua ATCC 33090. Entretanto, esta Bac ndo parece promover uma lise celular
acentuada.

A garviecina L1-5, produzida por Lactococcus garviae, também é um Bac que possui
acao bactericida, porém nao litica. Villani et al. (2001) verificaram que a densidade Optica do
controle (sem Bac) e as das suspensoes celulares adicionadas da Bac permaneceram estaveis
durante o experimento. Contudo, a contagem de células viaveis nas suspensdes acrescidas da
Bac diminuiu. Outras Bac também possuem acao bactericida sem serem bacterioliticas. A Bac
R1, quando exposta contra Corynebacterium renale, levou esta bactéria a morte, sendo o seu
efeito rapido, porém sem proporcionar a lise celular (CRUPPER, GIES & IANDOLO, 1997).
Outra Bac com acao bactericida é a propionicina T1, produzida pela estirpe de
Propionibacterium thoenii T1, cujos experimentos demonstraram a agdo bactericida que reduziu
a contagem de células viaveis apés 4 h de acao (FAYE et al., 2000).

Por outro lado, a acdo da aureocina A53 mostrou-se completamente diferente. Também
partindo de uma suspensao celular com DOgy de 0,8, quando a estirpe de L. innocua ATCC
33090 foi inoculada juntamente com a aureocina A53, a DOgg caiu drasticamente ja nas quatro
primeiras horas de incubagao, alcangando o valor de 0,1. A DOgy ainda diminuiu nas 4 h finais
do experimento, de modo que, ao final de 8 h de incubacao, o valor de DOgy atingido foi de
0,04. Este fato indica uma agao bacteriolitica exercida pela aureocina A53. De fato, Netz,
Bastos & Sahl (2002) verificaram que esta Bac matava mais de 90% das células sensiveis em
poucos minutos e que havia lise celular, observada através da perda da turvacdo da cultura e
pela coloracao de Gram.
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A Cinética de acao da aureocina A70
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Figura 17: Cinética de acdo das aureocinas A70 (A) e A53 (B) contra a estirpe L. innocua
ATCC 33090. O simbolo m representa o controle do crescimento da estirpe de L. innocua, e o
simbolo e representa a L. innocua adicionada das aureocinas. Média de trés experimentos
independentes, sendo os desvios-padrao representados pelas barras.

Outras Bac também possuem acido bacteriolitica. Mortvedt-Abildgaard et al. (1995),

estudando a acao da lactocina S, produzida pela estirpe de Lactobacillus sake L45, constataram
que a acao bacteriolitica desta Bac ocorre apenas em valores de pH abaixo de 6,0. Bhunia et al.
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(1991) verificaram que a pediocina AcH, produzida pela estirpe de Pediococcus acidillactici H,
também é uma Bac com acao bacteriolitica contra a estirpe de Leuconostoc mesenteroides Ly.
Motta et al. (2007), estudando a produgdo de uma SAM produzida pela estirpe de Bacillus spp.
P34, isolada de um peixe da bacia amazonica, verificaram a sua agao bactericida/bacteriolitica
contra as estirpes de L. monocytogenes ATCC7644 e B. cereus 8A, que promoveu a redugao

na contagem de células viaveis e na DO.

6.5 Avaliacao da vida de prateleira e meia-vida das aureocinas A70 e A53

Este experimento foi realizado com o objetivo de se determinar a estabilidade das
aureocinas A70 e A53 nas temperaturas de -20°C, 4°C e 25°C, ao longo de um periodo de um
ano e cinco meses. Este tipo de experimento é de extrema importancia quando se pensa na
aplicacdo das aureocinas como biopreservativos de alimentos. O estudo da vida de prateleira
das aureocinas foi realizado através da concentracdo das Bac presentes no sobrenadante da
cultura microbiana, utilizando—se uma membrana de ultrafiltragéo.

O titulo inicial encontrado para a aureocina A70 foi de 3.200 UA/mI, enquanto que, para
a aureocina A53 foi de 800 UA/ml, como mostra a figura 18.

Figura 18: Titulagdo das aureocinas contra a estirpe indicadora C. fimi NCTC 7547 no inicio do
estudo da vida de prateleira; (A) aureocina A70 e (B) aureocina A53. A agao inibitéria da
aureocina A70 foi observada até a diluicdo de 1:128, enquanto que, para a aureocina A53, a
acao inibitéria foi observada até a diluicao de 1:32.
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O titulo inicial da aureocina A70 foi mantido, nas diferentes temperaturas, até a 4°
semana de armazenamento (figura 19 A). A partir da 8* semana, houve uma diminuigcdo do
titulo da Bac a 25°C (1.600 UA/ml), ou seja, a meia-vida da aureocina A70, a temperatura de
25°C, foi de oito semanas. Nas 12% e 16 semanas, o titulo encontrado a 25°C foi de 800 UA/m.
A diminuicao do titulo da Bac A70, nesta temperatura, continuou pelas semanas consecutivas,
até a Bac ndo ser mais detectada apds 72 semanas de experimento.

A temperatura de 4°C, a aureocina A70 manteve o mesmo titulo inicial até a 16%
semana, caindo pela metade na vigésima semana do experimento (meia-vida). Apds 24
semanas, o titulo caiu novamente chegando a 800 UA/ml. O mesmo titulo foi observado com 48
semanas e, com 72 semanas, caiu novamente até 200 UA/ml.

Com relagdo a temperatura de -20°C, a meia-vida da aureocina A70 ocorreu no
intervalo entre a 20% e a 24® semanas de armazenamento, uma vez que o titulo observado na
24% semana foi quatro vezes menor do que o titulo inicial. Apés este periodo, o titulo (800
UA/mIl) manteve-se inalterado até o final da 722 semana de experimento.

Com relagao a aureocina A53 (figura 19 B), ndo houve mudanga no titulo inicial da Bac
nas 48 semanas do experimento, nas temperaturas de -20°C e 4°C. Com relagao a temperatura
de 25°C, a meia-vida foi observada ja na quarta semana do experimento. Este comportamento
manteve-se inalterado até o final das 72 semanas de experimento. A meia-vida da aureocina
A53 a 4°C s6 foi detectada ap6s 72 semanas de experimento. A queda do titulo da aureocina
A53, indicando a sua meia-vida, ndo foi observada na temperatura de -20°C. Este fato revela
uma grande estabilidade desta Bac nesta temperatura, durante o experimento.

Assim, os resultados obtidos mostram que a aureocina A53 é mais estavel com relacao
a acao dos fatores temperatura de armazenamento e tempo associado do que a aureocina A70.
Algumas mudancas no titulo das aureocinas ao longo do tempo, podem ser visualizadas na
figura 20.

Morgan et al. (2001) avaliaram a atividade da solucao da lacticina 3147 em agua
destilada sob diferentes temperaturas de armazenamento. Estes autores verificaram que esta
Bac, quando dissolvida e estocada a -20°C, permanecia totalmente ativa apdés um periodo de
nove meses. Contudo, quando esta Bac foi mantida a -20°C, sob a forma de p6, a sua atividade
caiu 50 % (meia-vida) em cinco meses. O armazenamento do produto em pd promoveu a perda
de 75 % da atividade desta Bac apds cinco meses de armazenamento a temperatura ambiente.
Por outro lado, quando esta Bac foi armazenada a 4°C, nenhuma diminuigdo da atividade desta
Bac foi observada no mesmo periodo de tempo.
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Figura 19: Histogramas da vida de prateleira das aureocinas A70 (A) e A53(B) as temperaturas
de -20°C, 4°C e 25°C, durante o periodo de 72 semanas.
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Figura 20: Mudanca nos titulos (desaparecimento dos halos de inibicao nas diferentes diluicoes

em relacdo a primeira verificagdo) das aureocinas. A — aureocina A70 ap6s dois meses a 25°C;
B — aureocina A70 apds um ano a 4°C; C- aureocina A53 apds um ano a 4°C; D — aureocina
A53 apds um ano e cinco meses a 25°C.
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Quando comparadas com a lacticina 3147, as aureocinas A70 e A53 armazenadas a -
20°C permaneceram totalmente ativas, respectivamente, por cinco meses e por mais de um
ano nesta temperatura. A temperatura de 4°C, a aureocina 70 permaneceu totalmente ativa até
quatro meses de armazenamento, um tempo menor do que o observado para a lacticina 3147.
Ja a aureocina A53 permaneceu totalmente ativa por pelo menos um ano, nesta mesma
temperatura. Com relagao a temperatura de 25°C, a aureocina A70 apresentou-se muito mais
sensivel do que a lacticina 3147, perdendo 75 % da sua atividade ja nos trés primeiros meses
de armazenamento. Ja a aureocina A53 perdeu 50 % da sua atividade apés um més de
armazenamento, porém, se mostrou mais estavel que a lacticina 3147, mantendo o mesmo
titulo até um ano e cinco meses.

Os resultados encontrados neste trabalho revelaram que as aureocinas A70 e A53
possuem uma otima vida de prateleira e evidenciam a potencialidade das mesmas quando se
pensa em sua aplicagdo como biopreservativos de alimentos. Entretanto, testes em alimentos
serdo necessarios para a verificacdo do desempenho das aureocinas in situ. Fatores como
ligagdo das Bac a componentes do alimento, tais como gordura ou particulas protéicas,
inativagcdo por proteases ou outros inibidores, entre outros, sdo os maiores obstaculos ao
emprego de Bac em alimentos (SETTANNI & CORSETTI, 2008). Além das propriedades
especificas de cada tipo de alimento poderem influenciar na atividade das aureocinas, uma
avaliacdo da possivel interferéncia das aureocinas nas propriedades organolépticas do alimento

também é necessaria.

6.6 Aprisionamento das aureocinas A70 e A53 em matriz da alginato/gelatina

A incorporagdo de agentes antimicrobianos diretamente em embalagens poliméricas
vem atraindo cada vez mais o interesse de pesquisadores, pois permite a industria combinar as
fungdes antimicrobianas com as fungdes de protecdo ao alimento (GALVEZ et al., 2007). Por
isso, experimentos de aprisionamento das aureocinas A70 e A53 tiveram como objetivo verificar
a possivel incorporacéo e liberagdo destas Bac a partir de uma matriz de alginato e gelatina.

Os resultados encontrados nestes experimentos podem ser evidenciados na figura 21.
A partir de uma matriz contendo 640 UA da aureocina A70, a inibicdo da estirpe indicadora
C.fimi NCTC 7547, promovida pela secgéo de 1,5 cm?, foi observada. A formagdo de uma zona
de inibicdo de tamanho igual a 3,4 + 0,2 cm? foi proporcionada pela acdo da aureocina A70
contra este microrganismo, indicando que esta Bac foi liberada da matriz de alginato/gelatina. O
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titulo da aureocina A70 na matriz de alginato/gelatina foi calculado através da medida da area
da secdo de material retirada em razdo da area do material espalhado em placa de Petri
(aproximadamente 20 cm?). Este titulo foi de 48 UA.

Néo foi observado halo de inibicdo proporcionado pela acdo da aureocina AS53
aprisionada a matriz de alginato/gelatina. Neste caso, a matriz possuia 320 UA da aureocina
A53. O titulo da aureocina A53 na secédo de 1,5 cm? da matriz de alginato/gelatina foi calculado

da mesma maneira como realizada para a aureocina A70, e proporcionou um titulo de apenas
24 UA.

Figura 21: Verificagcdo da inibicdo ou ndo da estirpe indicadora C. fimi NCTC 7547 pela agéo da
aureocinas A70 (A) e A53 (B) aprisionadas em matriz de alginato/gelatina. Resultados

encontrados em trés experimentos independentes.

A ndo verificagdo do halo de inibicdo neste Ultimo caso pode ser devido ou ao baixo
titulo do volume da aureocina A53 que foi incorporado a suspensado de alginato/gelatina, ou
devido a retencéo do peptidio na matriz. O Unico peptidio que compde a aureocina A53 possui
massa molecular de 6.012,5 Da, enquanto que a aureocina A70 é formada por quatro peptidios
de massa molecular variando entre 2.954 e 3.086 Da. A maior massa molecular da aureocina
A53 pode ter sido, portanto, um fator que contribuiu para a retencao da aureocina A53 na matriz
de alginato/gelatina. Futuramente, a caracterizacdo mais detalhada desses filmes pode vir a
contribuir para o melhor entendimento das propriedades desse tipo de matriz com as
aureocinas aprisionadas. Experimentos utilizando-se diferentes concentragfes das aureocinas
também devem ser realizados para elucidar tal questionamento. Estirpes como as do género
Listeria, associadas com a contaminacdo e a deterioragcdo de alimentos, deverdo ser
empregadas como indicadoras nestes testes para verificacdo da potencialidade de tal
estratégia. Entretanto, nossos resultados, ainda que preliminares, abrem uma nova
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possibilidade de aplicacdo das aureocinas, tanto no possivel desenvolvimento de embalagens
bioativas, quanto como uma forma de liberagao controlada de drogas.

Dong, Wang & Du (2006), estudando as propriedades de filmes a base de alginato e
gelatina, verificaram que filmes com estes constituintes possuem potencial de aplicacdo em
sistemas de liberacdo controlada de drogas. Portanto, estando a aureocina A53 retida na
matriz, a proposta de uma possivel aplicacdo desta Bac como uma alternativa para a industria
farmacéutica no combate de certos tipos de infecgbes é apresentada. Uma vez que a aureocina
A53 é sabidamente uma Bac resistente a acao de enzimas proteoliticas como a tripsina, esta
Bac aprisionada em uma matriz poderia servir como agente terapéutico no combate de
infeccbes estomacais. Contudo, estudos que avaliem a sua toxicidade em relacdo a células
eucaribticas e a inibicdo de patdégenos como Helicobacter pylori, causador de Ulcera péptica,
devem ser realizados.

Por outro lado, a liberagdo da aureocina A70 da matriz de alginato/gelatina nos revela
que esta pode ser empregada, quando aprisionada em matriz de alginato 4% e gelatina 5%,
como uma alternativa para o controle de microrganismos que promovam a contaminac¢ao e/ou a
deterioracao de alimentos, uma vez que esta Bac possui agao inibitéria contra estirpes de L.
monocytogenes, sendo este um patdégeno associado a alimentos (CLEVELAND et al., 2001;
GUINANE et al., 2005; MARCOS et al., 2007).

Marcos et al. (2007) utilizaram as enterocinas A e B, produzidas pela estirpe de
Enterococcus faecium CTC492, para a formacdo de filmes biodegradaveis em matriz de
alginato. A habilidade destas Bac, aprisionadas nesta matriz, de controlar o crescimento de L.
monocytogenes em presunto cozido foi avaliada durante armazenamento sob temperatura de
refrigeracdo. Estes autores verificaram que estes filmes contendo as Bac foram eficazes ao
retardarem o crescimento de L. monocytogenes. Contudo, os filmes de alginato contendo uma

alta concentragédo das Bac (2.000 UA/cm?) proporcionaram os melhores resultados.
6.7 Adsorcao das aureocinas A70 e A53 a material plastico utilizado na conservacao de
alimentos

Este teste foi realizado com o objetivo de se verificar a possibilidade das aureocinas A70

e A53 permanecerem adsorvidas a materiais plasticos, que poderiam estar em contato direto

com a superficie de alimentos.
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Partindo-se de uma solugdo de Bac semipurificada, o titulo encontrado contra a estirpe
de C. fimi NCTC 7547 foi de 1.600 UA/ml, para a aureocina A53, e de 800 UA/ml, para a
aureocina A70. O volume de 1 ml das solugbes das aureocinas A70 e A53 foi colocado em
sacos plasticos, juntamente com secdes de plastico, € o conjunto foi armazenado por 48 h a
4°C. Apbs este periodo, as seg¢des foram lavadas e secadas. Posteriormente, estas segdes
foram posicionadas em uma placa de Petri contendo a estirpe indicadora para verificacdo ou

ndo da sua inibicdo. Os resultados deste experimento estdo apresentados na figura 22.

I - Controle

Figura 22: Inibigdo da estirpe indicadora C. fimi NCTC 7547 pela acao das aureocinas A70 e
A53 adsorvidas ao material plastico. A area marcada refere-se a dimensao do material plastico

que gerou uma menor turvagao do meio de cultura, como observado no controle.

Utilizando-se segbes de 4 cm? do material plastico com a aureocina A53 adsorvida,
observou-se a inibicdo da estirpe indicadora C. fimi NCTC 7547 com a formagao de zonas de
inibicdo de 5,52 + 0,7 cm?, apos trés experimentos independentes. A aureocina A70 também se
manteve adsorvida a superficie plastica (4 cm?), promovendo zonas de inibicao de 4,8 + 0,3 cm?
contra a mesma indicadora. Estes resultados mostram que ambas as aureocinas A70 e A53
permanecem adsorvidas a superficie plastica utilizada e ativas, podendo ser aplicadas em
embalagens bioativas contendo este tipo de material.
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Scannell et al. (2000b), estudando a possivel adsorcao da lacticina 3147 e da nisina a
material de embalagens a base de celulose e a material plastico, observaram que a nisina se
manteve adsorvida ao material de celulose e também ao material plastico. Por outro lado, a
lacticina 3147 permaneceu adsorvida ao material de celulose, porém, nao ficou adsorvida ao
plastico. Estes autores postularam que tal fato pudesse ocorrer em razao da lacticina 3147 ser
uma Bac de dois componentes e que a sua adsorgdo completa s6 poderia ocorrer se 0s dois
peptidios estivessem ligados ao plastico. Este fato ndo ocorreu com a aureocina A70, que é
formada por quatro peptidios, revelando que provavelmente todos os peptidios constituintes
desta Bac permaneceram ligados a superficie do plastico.

Testes que verifiquem a acdo das aureocinas adsorvidas a material plastico empregado
em superficie de alimentos devem ser posteriomente realizados para se avaliar a eficacia deste
tipo de estratégia como uma forma de conservacao de alimentos, utilizando-se embalagens

bioativas, no controle de microrganismos indesejaveis.

6.8 Conclusoes

e O meio de cultura BHI, em relagdo ao meio YPD, promoveu as melhores condi¢des para
a producao das aureocinas A70 e A53.

e Em meio BHI, o0 maximo de produgao das aureocinas A70 (1.600 UA/ml) e A53 (400
UA/ml) foi detectado com 8 e 6 h de crescimento da estirpe produtora, respectivamente.

e O maximo de produgdo das aureocinas A70 e A53 no meio de cultura YPD foi de
apenas 200 UA/mI.

¢ Os rendimentos em relacdo ao consumo de glicose e produgao de Bac foram de 80
UA/mg de glicose, para a estirpe A70, e de 20 UA/mg de glicose, para a estirpe A53, no
meio de cultura BHI.

e Os rendimentos em relacdo ao consumo de glicose e produgao de Bac foram de 10
UA/mg de glicose para ambas as estirpes produtoras de Bac no meio de cultura YPD.

e As produtividades em relagédo ao produto formado (Bac) foram de 200 UA/h e 25 UA/h
para a estirpe A70 no meio BHI e YPD, respectivamente. As produtividades
encontradas para a estirpe A53 foram de 50 UA/h e 25 UA/h nos meios de cultura BHI e
YPD, respectivamente.

e A aureocina A70 parece ter agdo bactericida contra a estirpe de L. innocua ATCC
33090, enquanto que a aureocina A53 parece ter agao bacteriolitica.
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A meia-vida da aureocina A70 foi verificada no intervalo entre a 20% e a 24® semanas de
armazenamento a -20°C, na 20* semana a 4°C e na 8% semana a 25°C.

A meia-vida da aureocina A53 foi verificada na 4 ® semana a 25°C e na 72 ® semana a
4°C e nao foi observada quando armazenada a -20°C.

A aureocina A70 promoveu a inibicao da estirpe indicadora C. fimi NCTC7547 quando
aprisionada em matriz de alginato/gelatina, fato este que ndo ocorreu com a aureocina
A53.

As aureocinas A70 e A53 permaneceram adsorvidas a material plastico, inibindo a
estirpe C. fimi NCTC 7547.

79



Parte 2

Deteccao da producao de SAM por estirpes de
Staphylococcus spp. de origem animal
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7. Materiais e Métodos

7.1 Estirpes bacterianas utilizadas

Vinte e uma estirpes de Staphylococcus spp. de origem animal, cedidas gentilmente pela
Dra. Maria Aparecida V. P. Britto (EMBRAPA/Gado de Leite — Juiz de Fora, MG), foram
investigadas quanto a producao de substancia antimicrobiana (SAM). Dez estirpes tém como
origem leite bovino, sendo oito provenientes do estado de Minas Gerais e duas do estado do
Rio Grande do Sul. Duas estirpes de origem bovina, duas estirpes de origem suina e sete
estirpes de origem canina sao provenientes do estado do Rio Grande do Sul.

As estirpes de S. epidermidis produtoras das Bac epilancina K7, Pep5, epidermina e
epicidina 280, além das estirpes de S. aureus produtoras das aureocinas A70 e A53, foram
empregadas neste trabalho nos testes de imunidade cruzada.

A estirpe C. fimi NCTC 7547 foi utilizada nos experimentos para verificacdo da producao
de SAM e nos testes de sensibilidade a enzimas proteoliticas e ao NaOH.

As estirpes de L. innocua ATCC 33090, L. monocytogenes 11LM e L1/2A, Bacillus
coagulans UH e M. luteus ATCC 4698 foram utilizadas nos experimentos para a determinacao

do espectro de agao.

7.2 Condicoes de cultivo

As estirpes de Staphylococcus spp. foram crescidas em 5 ml de meio BHI ou TSB a
37°C por 18 h, e, quando necessario, foi utilizado agar nas concentracoes de 1,5% (p/v), para
meio sélido, e 0,7% (p/v), para meio semi-sélido. As estirpes de Staphylococcus spp. foram
estocadas em meio TSB com glicerol 40% (v/v), a -20°C.

O meio BHI foi utilizado para o teste de produgdo de substincias antimicrobianas,
enquanto que o meio TSB foi utilizado para os demais testes.

As estirpes C. fimi NCTC7547, B. coagulans UH e as estirpes do género Listeria foram

crescidas em meio BHI a 37°C por 18 h.

7.3 Outros materiais
e cloreto de calcio (Merck®

e cloreto de sédio (Reagen®)

81



e extrato de carne (Difco®)

 fosfato de potassio monobasico (Reagen®)
e fosfato de sédio dibasico (Reagen®)

e L-pirroglutamil-B-naftilamina (Sigma®)
e lisostafina comercial (Sigma®)

e lisozima (Sigma®)

e plasma de coelho (Biobras®)

e peptona (Vetec®

e pronase (Sigma®)

e protease XXIII (Sigma®)

e proteinase K (BMB®)

e sulfato de aménio (Merck®)

e Tris (Promega®)

e tripsina (Sigma®)

e uréia (Reagen®)

7.4 Produciao de substancias antimicrobianas (GIAMBIAGI-deMARVAL et al., 1990)

As estirpes de Staphylococcus spp. foram crescidas em 3 ml de meio BHI a 37°C por 18 h; 5 pul
de cada cultura foram inoculados na forma de pontos na superficie de uma placa contendo meio
BHI. Apds um periodo de 18 h a 37°C, as bactérias foram mortas por exposicao a vapores de
cloroférmio por 30 min e, sobre a placa, foram vertidos 3 ml de meio BHI semi-sélido acrescido
de aliquotas de 0,3 ml da estirpe indicadora C. fimi NCTC 7547 (previamente crescida por 48 h
a 37°C, em 3 ml de meio BHI). As placas foram reincubadas a 37°C por 18 h e a produgao de
SAM foi verificada pelas zonas de inibicdo ao redor dos pontos de crescimento das estirpes
produtoras. Zonas de inibicdo iguais ou maiores do que 15 mm foram consideradas como
possiveis indicadoras de producao de Bac pelas estirpes produtoras.
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7.5 Identificacao das estirpes de Staphylococcus spp. produtoras de SAM a partir de
testes bioquimicos convencionais (KLOOS & BANNERMAN, 1994)

7.5.1 Teste de producao de coagulase

Cinco colbnias isoladas de cada estirpe, crescida em meio TSA [meio TSB acrescido de
agar a 1,5% (p/v)] por 48 h a 37°C, foram inoculadas em 0,2 ml de plasma de coelho (Biobras)
e incubadas a 37°C, em banho-maria por 4 h. Em caso de amostras negativas, as amostras
permaneceram incubadas por 24 ou até 48 h, para se confirmar o resultado. No experimento,
trés controles foram utilizados:

e 1 gota de CaCl, 5% (p/v) foi adicionada a 0,2 ml de plasma de coelho e incubada nas
mesmas condi¢des acima, para se confirmar a coagulacao;
e aestirpe S. aureus A70, como controle positivo;

e aestirpe S. epidermidis 5, como controle negativo.

7.5.2 Producao da enzima pirrolidonil-arilamidase (PYR)

Trés a cinco coldnias isoladas de cada estirpe, crescida em meio TSA por 48 h a 37°C,
foram inoculadas em 0,2 ml do caldo teste PYR (caldo TSB acrescido de 0,01% de L-
pirroglutamil-B-naftilamina) e incubadas a 35°C, em banho-maria por 4 h. Apdés o periodo de
incubacao, foi adicionada uma gota da solucdo reveladora (dimetilaminocinamaldeido 1% em
HCI 10%) a cada tudo. A observagao da coloragao rosa ou purpura apés 10 min indicou uma
reacdo positiva para o teste. A reacdo negativa ocorreu sem alteracdo da cor do meio. Os
seguintes controles foram utilizados:

e uma estirpe de Enterococcus spp., como controle positivo;

e aestirpe S. epidermidis 5, como controle negativo.
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7.5.3 Hidrolise da Uréia

A partir de uma suspensdo bacteriana em 5 ml de meio liquido BHI, com incubagéo a
37°C por 18 a 24 h, sob agitagdo, duas gotas foram inoculadas em 3 ml de caldo uréia de
Rustigian & Stuart's — pH 6,8 (9,1 g de KH,PO,, 9,5 g de Na,HPO,, 0,1 g de extrato de
levedura, 0,01 g de vermelho de fenol e 11 de agua destilada) acrescido de 20% (p/v) de uréia
(Reagen). Posteriormente, o material foi incubado a 37°C por 48 h. O resultado positivo foi
observado através da mudanca da coloracao do meio para rosa-vermelho. O resultado negativo
nao mostrou alteragdo da coloragdo do meio. Os controles utilizados neste teste foram:

e uma estirpe do género Proteus spp., como controle positivo;

e uma estirpe de Escherichia coli, como controle negativo.

7.5.4 Fermentacao de carboidratos

A partir de uma suspensao bacteriana crescida em meio liquido por 18 a 24 h de
incubacdo a 37°C, sob agitacdo, uma gota foi inoculada em 2,5 ml de caldo base vermelho de
fenol pH 7,4 (12 g de peptona; 1,2 g de extrato de carne; 6,0 g de NaCl; 0,022 g de vermelho de
fenol e 1 | de agua destilada), acrescido de 0,5 ml da solugdo de agucar a 1% (p/v) em fungao
do volume do teste (3,0 ml). Uma posterior incubacao do material por 72 h foi feita, porém a
leitura foi realizada em 24, 48 e 72 h de incubacdo. Os agUcares utilizados neste experimento
foram manitol, lactose e maltose. O resultado positivo foi dado pela mudanga de coloragédo do
meio de vermelho para amarelo, mostrando a acidificacdo do meio. O resultado negativo nao
mostrou mudanga da coloragdo do meio vermelho-rosa. A coloracdo laranja foi lida como
resultado duvidoso e o teste foi repetido. Os controles utilizados nestes testes foram:

e aestirpe S. aureus A70, como controle positivo para os testes com o manitol, a lactose e a
maltose;

e aestirpe S. epidermidis 5, como controle negativo para os testes com o manitol e a lactose.
O controle negativo para o teste com a maltose foi uma estirpe de Staphylococcus

carnosus.
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7.5.5 Utilizacao do sistema comercial API-Staph

Quando a identificacao das estirpes nao foi possivel através dos testes bioquimicos, o
sistema comercial API-Staph (BioMérieux) foi utilizado, de acordo com as recomendacdes do
fabricante.

7.6 Sensibilidade das SAM a enzimas proteoliticas (GIAMBIAGI-deMARVAL et al., 1990)

Este teste teve por objetivo verificar a natureza protéica das substancias antimicrobianas
produzidas pelas estirpes consideradas SAM*, para se poder, assim, classifica-las como Bac,
uma vez que, para ser uma Bac, a substancia precisa ter um componente protéico
biologicamente ativo.

Primeiramente, as bactérias foram crescidas em 5 ml de meio TSB e incubadas a 37°C
por 18 h. Em seguida, foram aplicados 10 ul de cada cultura em placas com meio BHI. As
placas foram reincubadas nas mesmas condi¢des anteriores, €, em seguida, as bactérias foram
mortas com vapores de cloroférmio por 30 min. Ao redor de cada crescimento, foram aplicados
40 pl das enzimas proteoliticas tripsina (Sigma), proteinase K (BMB), pronase (Sigma) e
protease XXIII (Sigma), preparadas em tampéao (Tris 0,05 M, pH 8,0; CaCl, 0,01 M), na
concentracdo de 1 mg/ml. As placas foram incubadas a 37°C por 4 h e, em seguida, foram
vertidos 3 ml de meio BHI semi-sélido acrescido de 0,3 ml da estirpe indicadora C. fimi NCTC
7547 (previamente crescida por 48 h a 37°C, em 3 ml de meio BHI). As placas foram
reincubadas a 37°C por 18 h e a acdo ou ndo das enzimas proteoliticas sobre as SAM foi
indicada pela auséncia ou presenga de zonas de inibicdo.

7.7 Sensibilidade das SAM ao NaOH 0,2N

Este teste foi realizado como descrito no item 7.6, apenas substituindo-se a enzima por
40 ul de NaOH 0,2 N.

O objetivo deste teste foi verificar se a inibicao produzida pela SAM sobre as estirpes
indicadoras ndo se deve a &cidos decorrentes do metabolismo da bactéria.
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7.8 Testes de imunidade cruzada

As estirpes de Staphylococcus spp. de origem animal foram empregadas como
produtoras e/ou indicadoras no teste da imunidade cruzada com as estirpes de S. epidermidis e
S. aureus produtoras de Bac. Nestes experimentos, foram testadas as aureocinas A70 e A53,
produzidas por S. aureus, e as Bac Pep5, epidermina, epilancina K7 e epicidina 280,
produzidas por S. epidermidis. Estes testes foram feitos conforme descrito no item 7.4, sendo
que todas as estirpes, quando utilizadas como indicadoras, foram diluidas até 102 em salina
estéril.

Os testes para analise de imunidade cruzada foram realizados para se verificar se as
SAM produzidas pelas estirpes de Staphylococcus spp. de origem animal sdo diferentes das
estafilococcinas ja descritas na literatura, uma vez que temos como objetivo a procura por
novas Bac com potencial de aplicagao biotecnolégica. Estes experimentos baseiam-se no fato
das estirpes produtoras de Bac possuirem, além dos genes codificadores da producao da Bac,
genes de imunidade a Bac produzida. Geralmente, a imunidade é especifica para a Bac
cognata (JACK, TAGG & RAY, 1995). Estirpes que produzem Bac idénticas, ou mesmo
similares, apresentam imunidade cruzada. Como exemplo, temos as estirpes produtoras das
Bac Pep5 e epicidina 280, que apresentam imunidade cruzada, uma vez que as Bac possuem
75% de similaridade entre as seqtiéncias de acidos aminados (HEIDRICH et al., 1998). Desse
modo, a presenca de imunidade cruzada entre estirpes produtoras de Bac € um indicio de que
as referidas Bac sao similares ou relacionadas (ENNAHAR et al., 2000; NASCIMENTO et al.,
2004).

7.9 Extracao de DNA plasmidial das estirpes SAM* (GIAMBIAGI-deMARVAL et al., 1990)

Primeiramente, as estirpes foram crescidas em 3 ml de meio TSB e incubadas por 18 h
a 37°C. As culturas foram entdo centrifugadas a 10.000 rpm (microcentrifuga Incibras, modelo
Spin Ill) por 5 min e lavadas em 400 pl de tampao TE (Tris/HCI 10 mM; EDTA 1mM; pH 7.8).
Apls esta lavagem, as células foram suspensas em 400 ul de tampao de lise [sacarose 25%
(p/v); Tris /HCI 50mM, pH7,8; EDTA 40mM, pH7,5; NaCl 50mM]. Foram adicionados 5 pl de
lisostafina comercial (Sigma, 1mg/ml, preparada em tampéo TE) e 10 pl de lisozima (Sigma, 10
mg/ml, preparada em agua bidestilada). A suspensao foi incubada a 37°C por 1 h. Depois do
tempo decorrido, foram adicionados 50 ul de pronase (Sigma, 10 mg/ml, preparada em agua
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bidestilada) e as suspensdes foram reincubadas a 37°C por 10 min. Apés este periodo, foram
adicionados 100 ul de SDS a 10% (p/v), preparado em agua bidestilada. A preparacao foi
novamente incubada a 37°C por 10 min. Em seguida, a preparacao foi incubada a 65°C por 5
min e, depois, foram adicionados 60 ul de KCI 4M. A preparacao foi imediatamente transferida
para o gelo, onde foi mantida por 20 min. Ap6s este periodo, a preparacao foi centrifugada a
12.100 xg por 20 min. O sobrenadante foi coletado e o DNA precipitado com dois volumes de
etanol gelado, apds a adicao de 1/9 do volume de acetato de s6dio 3 M, pH 7,0, ficando por 18
h a-20° C. Apos este periodo, as preparagdes foram centrifugadas por 30 min a 17.300 xg, a
42 C. O DNA foi entao dissolvido em 50 ul de tampao TE e estocado a 4°C, até o momento do

uso.

7.10 Eletroforese de DNA em gel de agarose (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989)

Os géis de agarose a 0,7% (p/v), preparados em tampao TAE 1X (Tris/acetato 40 mM,
EDTA 0,001M; pH 8,4), foram empregados para a visualizagao dos plasmidios. Utilizou-se 10 ul
da preparacao de DNA acrescidos de 5 pl de corante para eletroforese [glicerol 50% (v/v); azul
de bromofenol 0,02% (p/v); xilenocianol 0,02% (p/v); EDTA 10 mM, pH7,5]. Os géis foram
submetidos a eletroforese horizontal, a 80 V por 8 h, em tampao TAE 1X. Apoés a eletroforese,
os géis foram corados em solugdo de brometo de etidio (1 pg/ml), visualizados em aparelho
transiluminador de luz U.V. (Vilber Lourmat, modelo TF-20-M) e fotografados (maquina Minolta
SRT 100x) com filme Tmax 100 (Kodak).

7.11 Determinacao do espectro de acao da Bac 3682

A estirpe 3682 foi crescida em 5 ml de meio BHI a 37°C por 18 h; 5 ul dessa cultura
foram inoculados na forma de pontos na superficie de uma placa contendo meio BHI. Ap6s o
periodo de 18 h a 37°C, a bactéria foi morta por exposicao a vapores de cloroférmio por 30 min
e, sobre a placa, foram vertidos 3 ml de meio BHI semi-sélido acrescido de 0,3 ml das culturas
das estirpes indicadoras indicadas no item 7.1. Quando as estirpes do género Listeria foram
empregadas, estas foram diluidas até 102 em salina estéril, antes de serem adicionadas ao
meio semi-solido. As placas foram incubadas a 37°C durante 18 h e, ap6s esse periodo, 0s
didmetros dos halos de inibicao foram medidos.
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7.12 Purificacao da Bac 3682

7.12.1 Precipitacao com sulfato de aménio

Primeiramente, a estirpe 3682 foi crescida em 15 ml de meio BHI a 37°C, por 18 h. Em
seguida, 10 ml da cultura foram inoculados em 1 | de meio de cultura BHI e uma nova
incubacao a 37°C por 24 h foi realizada sob agitagdo (200 rpm). Posteriormente, este material
foi centrifugado a 16.300 xg, por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi entao coletado e precipitado
com sulfato de aménio a 70 % de saturagao, sendo mantido a 4°C por 3 h e meia, sob agitagao.
Decorrido esse tempo, uma nova centrifugacao foi realizada a 23.300 x g, por 40 min a 4°C. O
sobrenadante foi entdo desprezado e o sedimento foi suspenso em 100 ml de agua Milli-Q
estéril. A Bac presente no sobrenadante foi titulada (UA/ml) através do método de titulacdo em
microplacas de poliestireno (descrito no item 4.8.2), apds esterilizacdo por meio de filtragcao

(membranas Millipore com poros de 0,22 um).

7.12.2 Cromatografia de troca cationica

Em uma coluna de vidro “Econo Collumn” de dimensdes de 2,5 x 20 cm (Bio-Rad),
foram aplicados 10 ml da resina “SP Sepharose Fast Flow” (Amersham Biosciences). A coluna
entao foi lavada com agua Milli-Q estéril (quatro vezes o volume total da coluna) e, em seguida,
equilibrada com 30 ml de acido acético a 10 mM.

O pH do sobrenadante contendo a Bac 3682 foi ajustado até o valor de 2,0 pela adigao
de HCI 6M. Em seguida, o mesmo foi submetido a uma centrifugacao a 23.300 xg , por 15 min
a 4°C, e entdo aplicado na coluna. A coluna foi, entdo, lavada com 50 ml de tampéao fosfato de
s6dio 10 mM pH 5,8 e, posteriormente, lavada com 30 ml de tampao fosfato de s6dio 10 mM
pH 6,8. Uma nova lavagem da coluna foi realizada com 20 ml de NaCl 0,1 M. A Bac 3682 foi
entao eluida da coluna através de trés lavagens consecutivas com 10 ml de NaCl 0,5 M. A Bac
presente nas fragoes referentes ao NaCl 0,5 M foi entdo titulada pelo método de diluigbes em
microplacas (descrito no item 4.8.2.), apés esterilizagdo por meio de filtracdo (filtros Millipore
com poros de 0,22 pm).
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7.12.3 HPLC de fase reversa

A purificagao final da Bac 3682 foi realizada através de HPLC de fase reversa, usando-
se, consecutivamente, a coluna “Resource RPC3” (GE Healthcare) e, duas vezes, a coluna
“Resource Sephasil Peptide Cg” (Pharmacia Biotech). O cromatodgrafo utilizado para a analise
foi o Akta Purifier (Pharmacia Biotech), juntamente com o programa “Unicom Analysis version
2.30” (Pharmacia Biotech). As colunas foram equilibradas com TFA 0,1% (Merck) em agua
(v/v). A eluicdo do peptidio foi realizada empregando-se diferentes gradientes contendo uma
mistura de isopropanol (Merck) e agua, ambos adicionados de TFA 0,1% (v/v), que variaram em
funcao da coluna utilizada. A eluigdo do peptidio foi registrada pela DO,4 . A Bac presente nas
diferentes fracdes colhidas foi titulada pelo método das diluicbes em microplacas, como descrito
no item 4.8.2.

Esta etapa foi realizada no “Laboratory of Microbial Gene Technology” da “Norwegian

University of Life Sciences”.

7.12.4 Espectrometria de massa

Os espectros de massa foram analisados na “Norwegian University of Life Sciences”,
através do instrumento “Ultraflex MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics), no modo “positive
reflectron” e com uma voltagem de aceleragao de 25 kV e uma “delayed extraction” (PIE) de 40
ns. Todos os espectros foram calibrados externamente usando-se o padrao de calibracédo de
peptidios do fabricante (Bruker Daltonics).
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8. Resultados, Discussao e Conclusoes

8.1 Producao de substancias antimicrobianas

Partindo-se de uma amostragem de 21 estirpes de Staphylococcus spp. isolados de
diferentes fontes animais (bovina, suina e canina), apenas quatro estirpes (19,0%) foram
produtoras de SAM, apresentando atividade inibitéria contra a estirpe de C. fimi NCTC 7547.
Para a maioria das estirpes SAM*, a média dos halos de inibicao ficou em torno de 27 mm,
como demonstrado na figura 23.

Figura 23: Deteccao da produgao de substancias antimicrobianas. A estirpe C. fimi NCTC 7547
foi utilizada como indicadora. As estirpes SAM* de Staphylococcus spp. estao representadas
como: a, 3682; b, 3790; ¢, 5358; d, 5362. A estirpe S. aureus A70 foi utilizada como controle
positivo e esta representada pela letra e.

A freqUéncia de estirpes produtoras de SAM mostrou-se baixa, como a encontrada em
alguns dos trabalhos realizados anteriormente em nosso laboratério, utilizando estirpes de S.
aureus isoladas de alimentos e de gado sadio, onde se observaram freqiiéncias de detecgao
de estirpes SAM* de 8,6% e 8,7%, respectivamente (GIAMBIAGI-deMARVAL et al.,, 1990;
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OLIVEIRA et al., 1998b). Baixa freqiéncia também foi encontrada por Nascimento et al.
(2005), onde estes autores verificaram que apenas 6,4% das estirpes de SCN envolvidas em
casos de mastite bovina se mostraram produtoras de SAM. Freqiéncias maiores foram
encontradas em estirpes de S. aureus isoladas de casos clinicos (32,5%) (GAMON et al.,
1999) e de vacas sofrendo de mastite subclinica (24%) (NASCIMENTO et al., 2002).

A producdo de Bac representa, para a estirpe produtora, uma vantagem sobre
organismos competitivos existentes no mesmo nicho ecolégico (JACK, TAGG & RAY, 1995;
BASTOS et al., in press).

8.2 Identificacao das estirpes de Staphylococcus spp. produtoras de SAM

Das quatro estirpes de Staphylococcus spp., duas foram identificadas como S.

intermedius, uma como S. hyicus e uma como S. epidermidis. Os resultados desta identificacao
estao apresentados nas tabelas 8 e 9.

Tabela 8: Resultados dos testes bioquimicos para a identificacdo das estirpes de
Staphylococcus spp. de origem animal produtoras de SAM.

Testes Bioquimicos
Estirpes | Coagulase | PYR | Urease Manitol Maltose Lactose
3682 + - - - - +
3790 - - - - - +
5358 + + + - + +
5362 + + + - + +

(+) producao das enzimas ou fermentacao dos aclcares; (-) nao produgcao das enzimas ou nao
fermentacao dos agucares.

Os resultados encontrados com a utilizagdo do sistema comercial API-Staph

confirmaram a identificacdo das estirpes de Staphylococcus spp. de origem animal, obtida
através dos testes bioquimicos.
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Tabela 9: Identificacao das estirpes de Staphylococcus spp. produtoras de SAM.

Estirpes Identificacao Origem
3682 Staphylococcus hyicus Leite Bovino
3790 Staphylococcus epidermidis Leite bovino
5358 Staphylococcus intermedius Canina
5362 Staphylococcus intermedius Canina

De acordo com a identificacdo das estirpes de Staphylococcus spp. produtoras de
SAM, trés produziram a enzima coagulase. Das estirpes de Staphylococcus coagulase-
positivas, uma foi identificada como S. hyicus, sendo esta isolada de leite bovino. Esta
espécie causa epidermatite exudativa em porcos, mas vem sendo relacionada também com
casos de poliartrite séptica em porcos e gado (FUDABA et al., 2005; NISHIFUJI, SUGAI &
AMAGAI, 2008). Em humanos, o seu isolamento ja foi descrito em casos de bacteriemia
polimicrobiana (BEN-AMI et al., 2003).

Duas estirpes foram identificadas como S. intermedius e ambas foram isoladas de
caes. Esta é uma espécie freqlientemente isolada de caes sadios e doentes, além de varios
outros carnivoros, cavalos e aves (BECKER et al, 2001). Em humanos, esta espécie &
raramente encontrada, com freqUéncia descrita de 0,05% (MAHOUDEAU et al., 1997).
Infeccdes em humanos causadas por esta espécie estdo geralmente associadas a mordidas
de caes (BANNERMAN & PEACOCK, 2007).

A estirpe de S. epidermidis (isolada de leite bovino), também identificada por nés, é uma
espécie de SCN de grande importancia por ser um patégeno causador de vérios tipos de
infeccbes humanas, como bacteriemia, infec¢cdes oculares, infecgdes causadas pelo uso de
cateteres, entre outros tipos (ARCHER, 2000; PEACOCK, 2007; BANNERMAN & PEACOCK,
2007). Entre os SCN, os S. epidermidis sao também os principais causadores de mastite, tanto
bovina quanto ovina, devido a sua capacidade de aderéncia ao tecido mamario (BERGONIER
et al., 2003).

Os resultados obtidos por nos reafirmam os descritos anteriormente com relacdo a
diversidade de espécies de Staphylococcus spp. encontradas nas diferentes fontes das
estirpes envolvidas neste estudo.
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8.3 Sensibilidade das SAM a enzimas proteoliticas e ao NaOH 0,2 N

Estes testes foram realizados para se verificar se as substancias produzidas pelos
Staphylococcus spp. SAM* sdo mesmo Bac, ou se a inibicdo da estirpe indicadora é devido a
producdo de algum acido resultante do metabolismo celular. De maneira geral, todas as SAM
(com excecdo da produzida pela estirpe 3682) mostraram-se sensiveis a pelo menos uma das
quatro enzimas proteoliticas testadas, indicando a natureza protéica dessas SAM, sugerindo
que as mesmas sejam Bac (tabela 10).

As SAM produzidas por todas estirpes foram resistentes a protease e a tripsina. A
estirpe 5358 foi a Unica cuja SAM foi sensivel a pronase. As SAM produzidas pelas estirpes
3790 e 5362 apresentaram-se sensiveis a proteinase K.

A SAM produzida pela estirpe 3682 ndo se mostrou sensivel a nenhuma das enzimas
proteoliticas, indicando que a substancia antimicrobiana produzida por esta estirpe ndo seja
uma Bac tipica.

Nenhuma SAM produzida pelas estirpes apresentou-se sensivel ao NaOH.

Tabela 10: Testes de sensibilidade das SAM a enzimas proteoliticas e ao NaOH 0,2N

Tratamento com
Estirpes
Proteinase K Pronase Tripsina Protease NaOH 0,2N
3682 R R R R R
3790 S R R R R
5358 R S R R R
5362 S R R R R

R- Resistente, S- Sensivel. Cada teste foi realizado pelo menos duas vezes.

A natureza protéica de quase todas as SAM pdde ser confirmada através da inativagao
dessas substancias por proteases (TAGG, DAJANI & WANNAMAKER, 1976; JACK, TAGG &
RAY, 1995). A resisténcia da SAM produzida pela estirpe 3682 a proteases ndo descarta a
possibilidade de que esta seja uma substancia do tipo Bac. Esta caracteristica de resisténcia a
enzimas proteoliticas, embora infreqiiente, ja foi descrita em outras Bac, como é o caso da
aureocina A53, caracterizada pelo nosso grupo (GIAMBIAGI-deMARVAL et al., 1990; NETZ et
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al., 2002). A auséncia da sensibilidade dessas substancias ao tratamento com NaOH
descartou a possibilidade de inibicao por acidos do metabolismo microbiano. Desta forma, as
SAM produzidas pela maioria das estirpes podem ser consideradas como Bac tipicas,
podendo ser denominadas estafilococcinas.

8.4 Analise do perfil de DNA plasmidial das estirpes SAM*

O resultado obtido apés a extracdo de DNA plasmidial das estirpes SAM* e analise em
eletroforese e pode ser visualizado através da figura 24.

A BCDEF

crm

Figura 24: Eletroforese do DNA plasmidial das quatro estirpes de Staphylococcus spp.
produtoras de SAM em gel de agarose 0,7% (p/v), a 80 V por 8 h em tampao TAE. A, A53; B,
A70; C, 3682; D, 3790; E, 5358; F, 5362. O tamanho dos plasmidios (forma SC) usados como
padroes esta indicado a esquerda, em kb. Crm, restos de DNA cromossémico; SC, super-

hélice.

A analise de DNA plasmidial revelou a auséncia de formas plasmidiais em todas as
quatro estirpes de Staphylococcus spp., 0 que sugere que a Bac esteja codificada no
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cromossomo bacteriano. Este fato ndao ocorre com frequéncia entre as bactérias Gram-
positivas, entretanto ja foi descrito para a estirpe de S. epidermidis K7, produtora da epilancina
K7 (van de KAMP et al., 1995a).

8.5 Acao das Bac produzidas por S. aureus e S. epidermidis sobre as estirpes de
Staphylococcus spp.

As aureocinas A70 e A53, produzidas por S. aureus, e as Bac Pep 5, epidermina
epilancina K7 e epicidina 280, produzidas por S. epidermidis, foram testadas por serem Bac ja
estudadas e caracterizadas. Com isso, verificamos o potencial de inibicdo de cada uma delas
contra as estirpes de Staphylococcus spp. produtoras de SAM. Havendo inibi¢do, isto indica
auséncia de imunidade cruzada.

A tabela 11 mostra as estirpes de Staphylococcus spp. que foram inibidas pelas Bac
produzidas pelas estirpes de S.epidermidis € de S. aureus. As aureocinas A70 e A53 inibiram
50% e 25 % das estirpes de Staphylococcus spp. de origem animal, respectivamente. Com
relacdo as Bac produzidas por S. epidermidis, a epidermina inibiu 100%, a epilancina K7 e a
Pep 5 inibiram 50% das estirpes de Staphylococcus spp., enquanto que a epicidina 280 nao

inibiu nenhuma estirpe.

Tabela 11: Acdo das Bac produzidas por S. aureus e S. epidermidis contra as estirpes de
Staphylococcus spp. de origem animal

Estirpes de Staphylococcus spp. de origem animal

Produtoras 3682 3790 5358 5362
A53 + - - -
A70 + - - +
Pep5 - - + +
Epidermina + + + +
Epicidina 280 - - - -
Epilancina K7 i - + +

Sinal de (+) significa inibigao; (-) nao inibicao da estirpe indicadora.
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8.6 Acao das SAM produzidas pelas estirpes de Staphylococcus spp. de origem animal

sobre as estirpes de S. epidermidis e de S. aureus produtoras de Bac

A estirpe 3682, identificada como S. hyicus, inibiu todas as estirpes de S. aureus e

quase todas de S. epidermidis produtoras de Bac (83,3%), com excecao da estirpe produtora da

epidermina. Todas as outras estirpes de Staphylococcus spp. de origem animal ndo inibiram

nenhuma das estirpes de S. epidermidis e de S. aureus produtoras de Bac, como podemos

observar na tabela 12.

Tabela 12: Acdo das SAM produzidas pelas estirpes de Staphylococcus spp. de origem animal

sobre as estirpes de S. epidermidis e de S. aureus produtoras de Bac

Estafilococcinas produzidas por S. epidermidis e por S. aureus

Produtoras A53 A70 Pep5 Epidermina | Epicidina | Epilancina
280 K7
3682 + + + - + +
3790 - - - - - -
5358 - - - - - -
5362 - - - - - -

Sinal de (+) significa inibicao; (-) nao inibicao da estirpe indicadora.

Uma sintese dos resultados dos testes de imunidade cruzada entre as estirpes esta

demonstrada na tabela 13.

Tabela 13: Sintese dos resultados obtidos com os testes de imunidade cruzada

Bac produzidas por SAM
Staphylococcus spp. 3682 3790 5358 5362
A53 X
A70 X X
Pep5 X X X
Epidermina X X X X
Epicidina 280 X
Epilancina K7 X X X

X —significa qual a SAM deste trabalho é diferente da estafilococcina em questéao.
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A SAM produzida pela estirpe 3682 parece ser diferente de todas as estafilococcinas
utilizadas neste trabalho. A SAM produzida pela estirpe 3790 (identificada como S. epidermidis)
é diferente da epidermina e as SAM produzidas pelas estirpes 5358 e 5362 (ambas
identificadas como S. intermedius) nao sao do tipo Pep5, epidermina e epilancina K7. A SAM
produzida pela estirpe 5362 também é diferente da aureocina A70.

Quanto a agao exercida pela epidermina contra as estirpes de Staphylococcus spp. de
origem animal, todas foram inibidas por esta Bac, o que sugere um potencial de aplicagao desta
Bac contra estas estirpes.

8.7 Espectro de acao da estirpe 3682

Em razdo da resisténcia a enzimas proteoliticas e dos resultados acima, que indicaram
que a SAM produzida por esta estirpe parece ser diferente das estafilococcinas aqui testadas,
esta estirpe foi escolhida para uma melhor caracterizagao da Bac por ela produzida.

Um dos experimentos realizados foi a analise do espectro de acao. A estirpe M. luteus
ATCC 4698 foi empregada neste experimento por ser uma bactéria sensivel a acdo de
estafilococcinas (NETZ, et al.,, 2002). As estirpes do género Listeria foram utilizadas por se
tratarem de importantes patégenos associados a alimentos (MARCOS et al., 2007) e a estirpe
de B. coagulans UH, por estar associada com a deterioracdo de alimentos, principalmente em
vegetais enlatados (SETTANI & CORSETTI, 2008). Os resultados encontrados estdo
apresentados na tabela 14.

Tabela 14: Espectro de agao da estirpe 3682

Indicadoras
L. L.
L. innocua B. coagulans M. luteus
Produtora monocytogenes | monocytogenes
ATCC 3090 UH ATCC 4698
11LM L1/2A
3682 + + + + +

+, houve inibigdo do crescimento.

Ao se investigar o espectro de acdo da estirpe 3682 (isolada de leite bovino), verificou-
se que esta Bac possui agao inibitéria contra todas as estirpes empregadas neste experimento,
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revelando o potencial de aplicacdo desta Bac contra esses microrganismos de importancia em
alimentos.

As aureocinas A70 e A58, produzidas pelas estirpes de S. aureus A70 e AS5S,
respectivamente, também possuem acao inibitéria contra estirpes do género Listeria (OLIVEIRA
et al., 1998a). Porém, a aureocina A53 também possui acao inibitéria contra Moraxella bovis,
uma bactéria Gram-negativa, causadora da ceratoconjutivite em gado (BASTOS et al., in press).

Testes que verifiquem a acdo da estirpe 3682 contra bactérias Gram-negativas nao
foram realizados.

8.8 Purificacao da Bac 3682

O primeiro passo para a purificacdo da Bac 3682, a partir de uma cultura de 1 | em meio
BHI, com o crescimento da estirpe por 24 h, foi a precipitagdo com sulfato de amébnio.
Posteriormente, este precipitado foi aplicado em uma coluna da troca catiénica, onde o material
que permaneceu ligado a resina foi eluido e entdo utilizado em etapas posteriores de
purificacdo por HPLC de fase reversa. A atividade inibitéria da Bac 3682, ap6s cada uma das
etapas de purificagcao, est4 descrita na tabela 15.

Tabela 15: Quantificacdo da Bac 3682 durante as etapas de purificacao

Etapa UA totais % de Recuperacao
Sobrenadante da cultura
(1 | de BHI) 1.280.000 100
Precipitagdo com NH,4(SOy). 1.024.000 80
“SP Sepharose Fast Flow” 176.640 (frac6es de NaCl 0,5M)* 13,8
Coluna RPC3 117.760 (fragbes 6 a 8)* 9,2
Coluna “Sephasil Peptide Cg” . .
(12 corrida) 81.920 (fracoes 16 e 17) 6,4
Coluna “Sephasil Peptide Cg” - "
(22 corrida) 71.680 (fracoes 11 a 13) 5,6

*FragOes onde foram detectadas as maiores atividades contra a indicadora M. luteus.

Apl6s a precipitacdo com sulfato de amdnio, 80% da Bac 3682 foram recuperados e
utilizados na coluna de troca catiénica. A recuperagdo da Bac 3682, nesta fase de purificagao,
caiu para 13,8 %. Portanto, uma grande perda da Bac 3682 foi observada, provavelmente,
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porque a quantidade de Bac aplicada ultrapassou a capacidade de retengdo da coluna.
Observou-se atividade desta Bac no eluato (dados ndo mostrados). Posteriormente, com a
primeira HPLC realizada, houve uma recuperagao de cerca de 67 % da Bac aplicada na coluna.
Na segunda HPLC, a recuperacgao obtida foi de cerca de 70 %, em relacdo a etapa anterior, e
na terceira, foi de cerca de 88 %. As recuperacoes observadas nas trés etapas de HPLC podem
ser consideradas muito boas.

A figura 25 mostra o resultado da ultima etapa de HPLC da Bac 3682. A atividade da
Bac estava contida nas fracoes referentes ao Unico pico observado. Estas fracdes foram
analisadas através de espectrometria de massa para a verificagdo da massa molecular da Bac.
A massa molecular estimada foi de 2.139,816 Da (figura 26).

Figura 25: Perfil de eluicdo da Bac 3682 submetida a terceira etapa de HPLC de fase reversa
(coluna “Sephasil Peptide Cg”). O material protéico foi eluido em gradientes de isopropanol (0-
36% por 5 min, 36-48 % por 40 min e 48-100 % por 7 min). A eluicdo foi acompanhada pela
medida de DO,4 € DOyg € a atividade inibitéria de cada fracdo de 1 ml foi testada contra M.
luteus ATCC 4698. A linha verde indica o gradiente de isopropanol utilizado.
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Figura 26: Espectometria de massa MALDI-TOF/TOF da Bac 3682. Todos os espectros foram calibrados externamente usando-se o
padrao Il de peptidio Bruker Daltonics. A seta indica a massa molecular do peptidio correspondente a Bac 3682.
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Comparando-se a massa molecular obtida para a Bac 3682 com a massa molecular de
algumas estafilococcinas descritas na literatura, como as aureocinas A70 e A53, Pep5,
epidermina, epilancina K7, epicidina 280 e nukacina ISK-1, verificamos que ha uma semelhanca
entre a massa molecular da Bac 3682 (2.139 Da) e a da Bac epidermina (2.164 Da). Porém, os
resultados encontrados com relagdo a imunidade cruzada sugerem que as Bac 3682 e
epidermina sejam diferentes, visto que a epidermina inibiu a estirpe 3682.

A epidermina e suas variantes parecem ser o lantibidtico mais produzido por estirpes de
SCN, sendo detectado até mesmo em outras espécies de Staphylococcus (BASTOS et al., in
press), porém, a imunidade cruzada entre a epidermina e suas variantes é uma caracteristica
observada, o que nao ocorreu entre a estirpe 3682 e a epidermina. Além disso, a Bac 3682
apresentou-se resistente a acao de enzimas proteoliticas, diferentemente do que é relatado em
relacdo a Bac epidermina, sendo esta sensivel a agdo destas enzimas (ALLGAIER et al., 1986).

Este fato sugere, mais uma vez, a diferenga entre as Bac 3682 e a epidermina.

8.9 Conclusoes

e Das 21 estirpes de Staphylococcus spp. de origem animal, apenas quatro (19,0%)
mostraram ser produtoras de SAM.

e Das quatro estirpes de Staphylococcus spp. SAM*, duas foram identificadas como S.
intermedius, uma como S. hyicus e uma como S. epidermidis.

e Quanto a natureza protéica das quatro SAM, quase todas (com exce¢ao da produzida
pela estirpe 3682), mostraram ser sensiveis a pelo menos uma enzima proteolitica,
sugerindo que as mesmas sejam Bac.

e De acordo com os resultados obtidos com o teste de sensibilidade ao NaOH 0,2N, foi
excluida a possibilidade da inibicido das bactérias utilizadas como indicadoras pelas
estirpes SAM ter sido em razdo da produgao de acidos.

e A analise do perfil de DNA plasmidial das quatro estirpes SAM* revelou a auséncia de
formas plasmidiais nas estirpes. Logo, as SAM sao codificadas pelo cromossomo
bacteriano.

e As Bac produzidas pelas quatro estirpes de Staphylococcus spp. produtoras de SAM
néo sao do tipo epidermina.

e A Bac 3682 parece ser diferente das estafilococcinas descritas na literatura testadas
neste trabalho.
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A Bac 3682 mostrou acdo inibitéria contra estirpes de espécies bacterianas de
importancia em alimentos.

A Bac 3682 foi purificada e a sua massa molecular determinada em 2.139 Da.

Perspectivas Futuras

Verificar a influéncia do extrato de levedura e da concentragdo de peptona no
crescimento das estirpes de S. aureus A70 e A53 e na producao das aureocinas A70 e
A53;

Analisar a acdo das aureocinas A70 e A53 in vivo;

Verificar a influéncia do titulo das aureocinas A70 e A53, quando aprisionadas em matriz
de alginato e gelatina, na inibicao de estirpes indicadoras relacionadas a alimentos;
Testar a acgao inibitéria de Bac combinadas e aprisionadas em matriz de alginato e
gelatina;

Sequenciar os acidos aminados da Bac 3682.
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