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Figura 2. Estruturas primarias das surfactinas (srf) & 8. A srf contem um acido graxo b-
hidroxilado ligado covalentemente por uma ligacoda ao um heptapeptideo e por uma
lactona. O heptapeptideo € composto por residussachinoacidos na sequencia indicada:
acido glutamico (Glu), leucina (Leu), leucina (Leudlina (Val) e acido aspartico (Asp); o
residuo na posicao 7 é variavel, sendo Leu, Vataoleucina (lle) para srf A, srf B e srf C,
FESPECHIVAIMEINTE. ...ttt mmmmmm et e ettt ettt b e e e e e e e e e e e e e eaaaeaeeaeeeeeeeeseannnnnnn s 51

Figura 3. Estruturas primarias das iturinas (itu) A e C.itdscontem um acido graxo b-amino
ligado covalentemente por uma ligacdo amida acapeptideo e por uma ligacéo lactama. O
heptapeptideo € composto por residuos dos amimzacid sequencia e com a mesma
quiralidade indicada: posicdo 1 é variavel, podeodater asparagina (Asn) ou acido
aspartico (Asp), para itu A e itu C, respectivaraetitosina (Tyr), glutamina (GlIn), prolina
(R ) =TT (1T W ST P 54

Figura 4. Estrutura primaria da micosubtilina (mic) o h@etatideo composto por asparagina
(Asn), tirosina (Tyr), glutamina (GIn), prolina re serina (Ser) ......ccccceveeveeiviiiiinimmnes 54

Figura 5. Estrutura priméria das bacilomicinas D, F e L treoas varia¢cdes dos residuos de
aminoacidos do heptapeptideo nas posicoes 1e 4, 50s residuos nas posicoes 2, 3 e 7 sdo
comuns: tirosina (Tyr), asparagina (Asn) e treolirta), respectivamente........................ 57

Figura 6. Estruturas primarias das fengicinas A e B. Fegf@@madas por um acido graxo b-
hidroxilado covalentemente ligado por uma ligagdwda a um decapeptideo que contem um
anel lactona interno entre os residuos 3 e 10.s4¢cfio 6 € variavel contendo o residuo Ala ou
Val nas fen A e B, respectivamente. A posicdo Detma-se um residuo de ornitina e na
pOSicao 4 residuo Modificado de trEONING .. e .vvrreeeeeiiiiiiee e rneeee e 59

Figura 7. (A) Coloracao de gram dgacillussp. P5 isolado de puba. (B) Aspecto da colonia
deBacillussp. P5 em Agar Nutriente (37°C — 24h)....ceuccceeiiiieeeeeeeee e 8.9

Figura 8. Analises filogenéticas baseadas em sequénciasraorg@NA 16S d8acillus sp.
C3 eBacillussp. P5 utilizando o método de Neighbor-joining (L0€peticdes dBootstray).
..................................................................................................................................... 104
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Figura 9. Atividades antifungicas dgacillussp. P5 inoculado diretamente sobre a superficie
do Agar BDA contendo o fungo filamentoso indicad®m (A) atividade antifingica contra
Aspergillus flavus,em (B) Atividade antifungica contréspergillus fumigatusem (C)
Atividade antifungica contraFusarium oxysporumf. sp. lycopersice em (D) contra
Aspergillus flavu$B1.Todas as placas mostram trés inoculacdd3ad#élus sp. P5 no lado
esquerdo da foto e dgacillussp. C3 no lado direito. ............ceiiiiiicceeeiiiiie e 108

Figura 10. indice de emulsificacdo. Emuls&o obtida com swmante (& de 59 %) (Al) e
cultura (4 de 57 %, dados ndo mostrados) (A2)Baeillussp. P5 e tendo o tolueno como
fase organica. Emulsdoffde 24 %) (B) ddacillussp. P5 e tendo o biodiesel de soja como
=TT =3 0] o = Vo1 VRS 110

Figura 11. Perfil dos produtos dePCR de subtilirgpaS (A) e de subtilosina A sboA(B).
Em A: 1, Peso Molecular (1kpb); Bacillus sp. C3; 3,Bacillus subtilisDSM 3258; 4,
Bacillus subtilisATCC 6633 e em B: Peso Molecular (1kpb); 2 eBacillus sp. C3; 4,
Bacillus subtilisDSM 3258; 5Bacillus SubtiliSATCC 6633. .........ccooviiiiiiiieiiiiieeeeeiieees 111

Figura 12 Perfil dos produtos dePCR de (A) iturina OtuD, (B) surfactina -sfp e (C)
subtilosina A sboA 1, Peso Molecular; Bacillussp. P5; 3Bacillus subtilisATCC 6633; 4,
Bacillus SUDLIISDSIM 3258. ........coooiiiiiiiiiiiiiiie st e e enaa s 112

Figura 13. Curva de crescimento e de atividade antibactemmBacillus SP. P5, a partir do
indculo (24h a 42 °C eshakercom 125 rpm), para determinacédo do numero de UFG¥nL
e da atividade antibacteriana coracillus cereudATCC 14579 ) realizada em meio BHI,
por até 48h. Cada ponto representa a média eviogexdrao de trés repetices. .............. 113

Figura 14. Curvas de atividade antifUngica confasarium oxysporuni. sp. lycopersici
representando as médias dos halos do teste coduéasdactériasa) e as médias dos halos
do teste com o sobrenadanteBieillus sp. P5 &) monitorados durante o crescimento por
48 h com incubacéo realizada a 42 °C, 125 rpm. @adto representa a média e o desvio
=T = To o [ (ST T o 1] (o 0L SRR 114

Figura 15. Curva de atividade emulsificante,f{¢) e de pH ¢) deBacillussp. P5 realizada
em meio BHI e medida através de ensaio geeeletrodo de pH, respectivamente. Incubacéo
realizada a 42 °C, 125 rpm por 48 h. Cada pontesepta a média de trés repeticbes. Cada
ponto representa a média e 0 desvio padrao dBfFEECOES. ........evvvvvrvriiiiiieeeeeeeeeeeenn. 115

Figura 16. Efeito do sobrenadante filtrado Bacillussp. P5 sobre o nimero de UFC/mL de
células viaveisB. cereusATCC 14579, crescido em meio BHI a 42 °C. A adigho
sobrenadante foi realizada apos 4h de cultivo.ddresto de B. cereusATCC 14579, sem
adicdo de sobrenadantd ) e com a adicdo de sobrenadanteBdeillus sp. P5 &). Cada
ponto representa a média de duas rePeliCOES..uummmniiiiiiee i 116

Figura 17. Efeito do sobrenadante filtrado Bacillussp. P5 sobre o numero de UFC/mL de
células viaveis de.isteria monocytogeneATCC 6477, crescida em meio BHI a 42 °C. A
adicdo do sobrenadante foi realizada apos 4h devaulCrescimento de Listeria
monocytogeneATCC 6477, sem adicdo de sobrenada#}es(com a adicdo de sobrenadante
deBacillussp. P5 ¢). Cada ponto representa a média de duas repeti¢cdes................. 117
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Figura 18. Inducéo/ativacédo da atividade antibacterianaceracimento d@®acillus sp. P5
em co-cultivo conCorynebacterium fimNTCS 7547 (A) e antifingica, em crescimento de
Bacillus sp. P5 em co-cultivo corRusarium oxysporun. sp. lycopersic(B) em meio BHI
(24h a 37 °C + 24h a 42°C) conBacereusATCC 14579. Titulo de 12.800 UA/mL para co-
cultivo deBacillussp. P5 com células inativadas @erynebacterium fimNTCS 7547 e de
3200 UA/mL para co-cultivo deBacillus sp. P5 com células inativadas @eisarium

(00 42T 010 €010 ST o TN Y/ 0] o= £ [ 118

Figura 19. Atividade antibacteriana contBa cereusATCC 14579 (barras escurasl.isteria
monocytogeneATCC 6477 (barras hachuradas) de sobrenadante-cdtom deBacillussp.
P5 com bactérias indutoras em BHI (24h a 37 °C k @442°C). Titulos expressos em
UA/mL. Os resultados representam a média de X@srnentos.............ccceeeevvvvvvnnnen. 191

Figura 20. Atividade antibacteriana contBa cereusATCC 14579 (barras escurasl.isteria
monocytogeneATCC 6477 (barras hachuradas) de sobrenadante-cdtomm deBacillussp.
P5 com fungos filamentosos indutores em BHI (287 8C + 24h a 42°C). Titulos expressos
em UA/mL. Os resultados representam a meédia deKBerimentos.........cccceeeveeeeeeeeeeeen.. 119

Figura 21. Inducéo/ativacdo da atividade antibacteriana, sracimento déacillus sp. P5
em co-cultivo coni. brevisE2-248(A) e conL. fermentuniE4 — 249 (B) em meio BHI (24h
a 37 °C + 24h a 42°C) contiésteria monocytogene&TCC 6477. Titulo de 3.200 UA/mL
para co-cultivo deBacillus sp. P5 com células inativadas Hérevis E4-248 e de 3200
UA/mL para co-cultivo d@acillussp. P5 com células inativadaslddermentunt4 — 249. ..
..................................................................................................................................... 120

Figura 22. Atividade antibacteriana contBa cereusATCC 14579 (barras escurasl.isteria
monocytogeneATCC 6477 (barras hachuradas) de sobrenadante-cdtomm deBacillussp.
P5 com bactérias lacticas isoladas da puba e irtutam BHI (24h a 37 °C + 24h a 42°C).
Titulos expressos em UA/mL. Os resultados repraserd média de trés experimentos....121

Figura 23. Atividade antibacteriana contBa cereusATCC 14579 (barras escurasl.isteria
monocytogeneATCC 6477 (barras hachuradas) de sobrenadantdtde e Bacillussp. P5
com sobrenadantes dos micro-organismos indutores mais aumentaram a atividade
antimicrobiana, anteriormente testados em BHI @2 °C + 24h a 42°C). Titulos expressos
em UA/mL. Os resultados representam a média dei@erimentos............vvvvveevvveeeeeennn. 122

Figura 24. Corrida cromatografica n°l: Perfil de eluicdo eatrato butanolico do
sobrenadante da cultura Bacillussp. P5 em meio BHI, apés 6 h de cultivo. Fraciomdme
do extrato por cromatografia de fase reversazatililo coluna Shim-Pack C18 acoplada ao
sistema HPLC. Fase movel A (acido trifluoracéticd~A 0,05%) fase movel B (ACN
100%). Gradiente: 0 a 10 min, fase movel A + fag8:B v/v); 10-40 min gradiente linear de
20-100% fase movel B; e 40 a 50 min somente faseeht®. Volume das fracbes: 1 mL,
coletadas em fluxo de ImL/min. A absorbéancia a@2280 nm e a atividade antimicrobiana
foram determinadas para cada fracdo coletadar@eitle 280 nn - cromatograma superior e
220 nn - cromatograma inferior). Fracdes ativagradn monocytogeneATCC 6477 eB.
cereusATCC 14579: 5\oidda coluna), 21 € 22. .......cccoeiiiieeeee s e e e 123
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Figura 25. Corrida cromatografica n°2: Perfil de eluicdo goecipitado &cido do
sobrenadante da cultura Bacillussp. P5 em meio BHI, apés 6 h de cultivo. Fraciomdme
do extrato por cromatografia de fase reversa,zatitio coluna Shephasll Peptide C18
acoplada ao sistema HPLC. Fase mével A (acidadrficético - TFA 0,05%) fase movel B
(ACN 100%). Gradiente: 0 a 10 min, fase movel AQ-40 min. gradiente linear de 0-100%
fase mével B; e 40 a 50 min. somente fase mévsldBime das fracdes: 1 mL, coletadas em
fluxo de ImL/min. A absorbancia a 220 e 280 nntytas de 280 nn - cromatograma superior
e 220 nn - cromatograma inferior) e a atividadénaintobiana foram determinadas para cada
fracdo coletada. FracOes ativas contra monocytogenesATCC 6477 e B. cereus
ATCC14579: 4, 5 e 6vpidda coluna), 26, 27, 33 a 41, 43, 44, 45,46 a49................ 124

Figura 26. Corrida cromatografica n°3: Perfil de eluicdo eatrato butandlico do
sobrenadante da cultura Becillussp. P5 em meio BHI, apos 30 h de cultivo. Fraciceram

do extrato por cromatografia de fase reversazatililo coluna Shim-Pack C18 acoplada ao
sistema HPLC. Fase mével A (acido trifluoracétictFA 0,05%), fase moével B (acetonitrila

- ACN 100%). Gradiente: 0 a 10 min, somente fasgahA; 10-40 min gradiente linear de
0-100% fase movel B; e 40 a 50 min. somente faseehi®. Volume das fracdes: 1 mL,
coletadas em fluxo de 1mL/min. A absorbéancia a 22080 nm (leituras de 280 nn -
cromatograma superior e 220 nn - cromatogramaianjez a atividade antimicrobiana foram
determinadas para cada fracdo coletada. Frac@as abntraL. monocytogeneATCC 6477
eB. cereusATCC 14579: 5\oid da coluna), 27 € 28. ........covuvveeemmnn e veevnnneaaaeeeens 125

Figura 27. Corrida cromatografica n°4: Perfil de eluicdo eatrato butandlico do
sobrenadante da cultura Bacillussp. P5 em meio BHI, ap6s 30 h de cultivo. Fraciograim
do extrato por cromatografia de fase reversa,zatitio coluna Shephasll Peptide C18
acoplada ao sistema HPLC. Fase movel A (acidadrificético - TFA 0,05%), fase movel B
(acetonitrila 100%). Gradiente: 0 a 10 min., soradiase mével A; 10-40 min. gradiente
linear de 0-100% fase movel B; e 40 a 50 min. saentase mdvel B. Volume das fracdes: 1
mL, coletadas em fluxo de 1mL/min. A absorbanci2a2@ e 280 nm (leituras de 280 nn -
cromatograma superior e 220 nn - cromatogramaiamjez a atividade antimicrobiana foram
determinadas para cada fracdo coletada. Frac@es atntra.. monocytogeneATCC 6477
eB. cereusATCC 14579: 5vyoidda coluna) € 42. ........ooovieiiiiiiiiiiime e 126

Figura 28. Corrida cromatografica n°5: Perfil de eluicdo eatrato butandlico do
sobrenadante da cultura Becillussp. P5 em meio BHI, ap6s 30 h de cultivo. Fraciceram

do extrato por cromatografia de fase reversazatilio coluna Shim-Pack C18 acoplada ao
sistema HPLC. Fase mdvel A (&cido trifluoracéticdFA 0,05%), fase movel B (ACN
100%). Gradiente: 0 a 10 min., somente fase méyellB-40 min. gradiente linear de 20-
100% fase movel B; e 40 a 50 min somente fase mBvélolume das fragbes: 1 mL,
coletadas em fluxo de 1mL/min. A absorbancia a 22880 nm (leituras de 280 nn -
cromatograma superior e 220 nn - cromatogramaiamjez a atividade antimicrobiana foram
determinadas para cada fracdo coletada. Frac@es atntraL.. monocytogene&TCC 6477
eB. cereusATCC 14579: 4, 5oidda coluna), 22,23 € 33. .......uueeiiiiiimmm e 127
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Figura 29. Corrida cromatografica n°6: Perfil de eluicdo eatrato butandlico do
sobrenadante da cultura d&acillus sp. P5 em meio Landy, apos 30 h de cultivo.
Fracionamento do extrato por cromatografia de fasersa, utilizando coluna Shim-Pack
C18 acoplada ao sistema HPLC. Fase movel A (acitlootacético - TFA 0,05% ), fase
movel B (ACN 100%). Gradiente: 0 a 10 min, fase el + fase B (8:2 v/v); 10-40 min
gradiente linear de 20-100% fase movel B; e 40 miOsomente fase moével B. Volume das
fracbes: 1 mL, coletadas em fluxo de 1mL/min. Acaib@ncia a 220 e 280 nm (leituras de
280 nn - cromatograma superior e 220 nn - cromatogr inferior) e a atividade
antimicrobiana foram determinadas para cada fragietada. Fracfes ativas confra
monocytogeneATCC 6477 eB. cereusATCC 14579: 4, 5, 6vpid da coluna), 29 a 42, 45,
AB, A8, 50, ..eeeeiiiee it mn e e e e e e e e e e ——e e e e rarteaaeeaannrreeeaeeaanns 128
Figura 30. Corrida cromatografica n°7: Perfil de eluicdo @oecipitado acido do
sobrenadante da cultura dgacillus sp. P5 em meio Landy, apos 30 h de cultivo.
Fracionamento do extrato por cromatografia de fasersa, utilizando coluna Sheph38il
Peptide C18 acoplada ao sistema HPLC. Fase moéyéatido trifluoracético - TFA 0,05%)
fase mével B (ACN 100%). Gradiente: 0 a 10 minsefanével A; 10-40 min. gradiente
linear de 0-100% fase movel B; e 40 a 50 min. saenfase mével B. Volume das fracdes: 1
mL, coletadas em fluxo de 1mL/min. A absorbanci2a28 e 280 nm (leituras de 280 nn -
cromatograma superior e 220 nn - cromatogramaianjez a atividade antimicrobiana foram
determinadas para cada fracdo coletada. Frac@as abntraL. monocytogeneATCC 6477
eB. cereusATCC 14579: 4, 5 e 6/6idda coluna), 16, 17, 37 a4l. ......cccvvvvvvveeenennnn. 129

Figura 31. Corrida cromatografica n°8: Perfil de eluicho deoegpitado acido do
sobrenadante da cultura Bacillussp. P5 em meio BHI, ap6s 36 h de cultivo. Fraciograim

do extrato por cromatografia de fase reversa,zatitio coluna Shephasll Peptide C18
acoplada ao sistema HPLC. Fase movel A (acidadrficético - TFA 0,05%) fase mével B
(ACN 100%). Gradiente: 0 a 10 min., fase movel B:4D min. gradiente linear de 0-100%
fase movel B e 40 a 50 min. somente fase movelddunde das fragcdes: 1 mL, coletadas em
fluxo de ImL/min. A absorbancia a 220 e 280 nntiytas de 280 nn - cromatograma superior
e 220 nn - cromatograma inferior) e a atividadénaintobiana foram determinadas para cada
fracdo coletada. Fracfes ativas cortramonocytogenedTCC 6477 eB. cereusATCC
e L O - U LG U 130

Figura 32. Corrida cromatografica n°9: Perfil de eluicdo dmtr&o butandlico do
sobrenadante da cultura Becillussp. P5 em meio BHI, ap6s 36 h de cultivo. Fraciceram

do extrato por cromatografia de fase reversazatilio coluna Shim-Pack C18 acoplada ao
sistema HPLC. Fase modvel A (4cido trifluoracéticd~A 0,05% ), fase movel B (ACN
100%). Gradiente: 0 a 10 min., fase movel A + fA48:2 v/v); 10-40 min. gradiente linear
de 20-100% fase movel B e 40 a 50 min. somenterfesee| B. Volume das fragdes: 1 mL,
coletadas em fluxo de 1mL/min. A absorbancia a 220880 nm (leituras de 280 nn -
cromatograma superior e 220 nn - cromatogramaiamjez a atividade antimicrobiana foram
determinadas para cada fracdo coletada. Frac@es abntra.. monocytogeneATCC 6477
eB. cereusATCC 14579: 4, 8oidda coluna), 23 € 24 .........oouuvuueimnnn e 131
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Figura 33. Corrida cromatografica n°10: Perfil de eluicdo dgtrato butandlico do
sobrenadante da cultura Bacillussp. P5 em meio BHI, ap6s 36 h de cultivo. Fraciograim
do extrato por cromatografia de fase reversa,zatitio coluna Shephasll Peptide C18
acoplada ao sistema HPLC. Fase movel A (acidadrficético - TFA 0,05% ), fase mével B
(ACN 100%). Gradiente: 0 a 10 min., fase movel fase B (8:2 v/v); 10-40 min gradiente
linear de 20-100% fase movel B; e 40 a 50 min. sdenfase mével B. Volume das fracdes: 1
mL, coletadas em fluxo de 1mL/min. A absorbancia2@ e 280 nm (leituras de 280 nn -
cromatograma superior e 220 nn - cromatogramaiamjez a atividade antimicrobiana foram
determinadas para cada fracdo coletada. Frac@es abntra.. monocytogeneATCC 6477

e B. cereusATCC 14579: 4void da coluna), 24, 25 e 391 .........uuvuiiiimeeeeeeiiiieeee e 132

Figura 34. Espectro MS da fracao ativa 38 proveniente da atognafia de fase reversa C18
HPLC (corrida 6). Atribui¢do dos picos (m/z: Sutfaa (Srf) A Gs (1036,8 [M+H], 1058,8
[M+Na]*,1074.8 [M+K]); Srf A C16 (1050.8 [M+H]),1072.8 [M+Na]),1088.8 [M+K]) e
possivelmente Srf A C17 (1064,8 [M+Bi]1086,8 [M+Na]),1102,8 [M+K]) .......c.cu...... 139

Figura 35. Comparacao dos perfis de fragmentacdo MS/MSodiecursorm/z 1030,4
(Srf A Cy4 ou Srf B Gs [M+Na]") de uma fracdo ativa obtida por cromatografia ke f
reversa (A) ao perfil de fragmentacéo dorwz 1030,0 do padrédo Sigma-Aldrich (B) ..... 140

Figura 36. Comparacdo dos perfis de fragmentacdo MS/MSodagpfecursom/z 1066,3
(iturina G4 ou [M+NaJ) de uma fragéo ativa obtida por cromatografiaade freversa (A) ao
perfil de fragmentacao do ion/z1066,1 do padrao Sigma-Aldrich (B) .........cceevevvnnees 141

Figura 37. Espectro MS da fracdo ativa 24 proveniente daatografia de fase reversa C18
HPLC (corrida 8). Atribuicdo dos picosnfz 1043,3 (C14 iturina [M+H]; 1057,4 (C15
iturina [M+H]*;1065,3 (C14 iturina [M+Nd); 1079,3 (C15 iturina [M+N4d); 1081,3 (C14
iturina [M+K]™); 1095,3 (C15 iturina [M+K]) ......c.coouiiieieeeieee e, 141

Figura 38. Espectro MS da fracao ativa 24 proveniente da atognafia de fase reversa C18
HPLC (corrida 9). Atribuicdo dos picos (m/z: Satina (Srf) A Gz ou (Srf) B G4 (1008,3
[M+H]™"), Bacilomicina (bac) & (1021,3 [M+HJ, Micosubtilina (mic) Gs (1121,3
[M+Na]"). Os picos 1167,4; 1321,4; 2081,7 e 3048,9 nasyaws atribuicdes conhecidas.143

Figura 39. Espectro MS da fracao ativa 23 proveniente da atognafia de fase reversa C18
HPLC (corrida 5). Atribuicdo dos picosn{z Micosubtilina (mic) Gg (1121,3 [M+Na]),
(MIC) Crg1135,6 [MHANA]. ...veiivieiiieceie ettt e et s ee et st eete e st e e eteesaeeaans 144

Figura 40. Espectro MS da fragao ativa 37 de uma cromat@gdfifase reversa C18 HPLC.
Atribuicdo dos picos de fengicima/z 1449,5 Gs [M+H]";1463,4 Gg [M+H]"; 1471,4 Gs
[M+Na]*; 1477,4 G; [M+H]"; 1485,4 Gs [M+Na]" (pico base); 1487,5:¢[M+K]*; 1491,5
Ci6 Val [M+H]"; 1499,5 G7 [M+Na]"; 1501,4 Ge [M+K]™; 1506,4 G; Val [M+H]"; 1513,5
Cis Val [M+Na]"; 1515,5 G; [M+K]*; 1527,5 G; Val [M+Na]"; 1529,5 G Val [M+K]™;
1543,5 G7 VAl [MAK] T oottt enea 145

Figura 41. Espectros MS da suspensao aquosa de puba extaidatanol e concentrada em
ZipTip® C18. Atribui¢cdes dos picos na faixaméz— iturina e fengicina ....................... a7
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Figura 42. Espectros MS da suspensao aquosa de puba exiaaibatanol e concentrada em
ZipTip® C18. Atribuicdes dos picas/z— Iturina (Itu) G4(1043.4 [M+H]", 1065.5 [M+Nal],
1081.5 [M+KT); Itu C15(1057.5 [M+H],1079.6 [M+Na],1095.5 [M+K]) ...c.cceevrrrrenrenenn 147

Figura 43. Espectros MS da suspensao aquosa de puba exiaaibatanol e concentrada em
ZipTip® C18. Atribuicbes dos picos/z — Fengicina (Fen) g (1463.5 [M+H], 1477,5
1485.5 [M+Na]’, 1501.5 [MHAK]) .ceeiriiieieieieieee ettt 148

Figura 44. Perfil de fragmentacdo MS/MS do ion precursor 18A&15 fengicina A —
presenca de Ala na posicdo 6 do anel peptidicauges ions produtos biomarcadores de
fengicina A:m/z1079,9 € 965,8 ......cccoiiiiiiiieeee e 149

Figura 45. Perfil de fragmentacdo MS/MS do ion precursor2]949C16 fengicina B —
presenca de Val na posicdo 6 do anel peptidic@uger ion produto biomarcador de
fengicina BiM/ZOO4, L ... ..o e e e e e e e e e e e e et e e e aararr e ——————————— 150
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RESUMO

Alimentos naturalmente fermentados como a pubatitoe uma fonte de micro-organismos
produtores de compostos antimicrobianos. Diversosdytos de interesse industrial sao
produzidos por bactérias do géndBacillus e incluem enzimas, antibidticos, aminoacidos,
inseticidas, biossurfactantes e bacteriocifNeste estudo, caracterizaram-se lipopeptideos com
acao antimicrobiana e biossurfactantes produzid@@spinhagenBacillus spp. C3 e P5, isoladas
da matriz alimentar de Puba, tendo sido escolhidanicro-organismos destes, conforme maior
atividade antimicrobiana, para o prosseguimento elqmerimentos. A identificacdo das duas
bactérias foi realizada por testes fenotipicosmeiaxondmicos e genotipicos indicando que
pertencem ao génemacillus e Bacillus spp. C3 a espéciB. cereus/B. thuringiensis Bacillus

sp. P5 a espédacillus subtilisamyloliquefaciensO espectro de atividade antimicrobiana foi
realizado para ambas as linhagen®deillus spp. Para os testes de atividade antimicrobiana de
Bacillus spp. P5 utilizaram-se micro-organismos (45) quwduiram bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, fungos filamentosos e uma levedera, que foi observada atividade
antimicrobiana frente a62% (28) dos micro-organsiestados, enquanto gBecillus spp. C3
apresentou apenas 15% de atividade antimicrobian@iacas espécies para que foi testado. Um
aumento da atividade antimicrobiana foi detectadodo Bacillus spp. P5 foi cultivado
juntamente com células inativadas de outros micgafaismos mas ndo quando em contato com o
sobrenadante destes, com maiores atividadesQmasaebacterium fimiAspergillus fumigatus
Lactobacillus brevi€4-248, Lactobacillus fermenturi4-249 elLactobacillus plantarunEPF-
257. Estes resultados indicam que ha interferédeidatores de inducdo gquorum sensing
especialmente quando 0s micro-organismos sao pgemtes da microbiota natural deste alimento
fermentado, aumentando a producdo da(s) subst@nciaftimicrobiana(s) produzida
porBacillusspp. P5. O sobrenadante bruto Riillus sp. P5 apresentou acdo bacteriostatica
contra Bacillus cereusATCC 14579 e contraListeria monocytogene®ATCC 6477. A
caracterizacdo da atividade biossurfactante fa@atdatla pela zona de beta hemdlise ao redor da
colbnia, pelos testes de atividade emulsificamela medicdo da tenséo superficial. Foi obervada
atividade emulsificante do sobrenadante para tedoagentes hidrofobicos testados (4), com
excecdo do xileno, sendo este capaz de formar amajgenas quando testado o sobrenadante em
meio Landy acrescido de glutamato.Tambeém foi olaskrveducédo da tenséo superficial do meio
de cultura, sugerindo a produgédo de compostosadtusgs pela linhagem dBacillus spp. P5. A
técnica de PCR seguida de sequenciamento dos ampjermitiu identificar genes relacionados
a sintese das bacteriocinas subtilosina A e subtdaraBacillussp. C3, constituindo o primeiro
registro da presenca destes genes para a espacius thuringiensis/B. cereuss qual
posssivelmente pertendgacillus sp. C3 e de subtilosina A e dos lipopetideos itur e
surfactina pardacillus sp. P5. Dentre as técnicas de purificacdo empregaekste trabalho as
que apresentaram melhores resultados foram a &atcagno butanol, seguidas por cromatografia
de fase reversa em coluna C18 acoplada ao HPL@eetesmetria de massas MALDI-TOF para
a pesquisa no sobrenadante da cultura. Para aigestps substancias diretamente na matriz
alimentar substituiu-se a cromatografia de fasersav através de coluna C18 e adaptou-se o
método de extracdo com butanol com a utilizac&mmtlena C4 (zip tip). O isoladBacillussp. P5

é capaz de co-produzir cinco (5) diferentes tipedigbpeptideos (surfactina, fengicina, iturina,
micosubtilina e bacilomicina) e, portanto, apresediferentes atividade de biocontrole. Além
disso, este trabalho demonstrou a elevada prodig@iderentes isoformas de surfactina (de C
Ci17), em meio de cultura, incluindo a isoformg,®iologicamente a mais ativa e a isoforma C
raramente descrita, bem como a deteccdo inédithpdpeptideos como fengicina e iturina
diretamente na matriz alimentar de puba de mandiesg alimento é amplamente consumido
por populacdes no norte e nordeste do Brasil enbezmmento acerca destas substancias poderia
contribuir para o0 aumento da seguranca alimendar\eda de prateleira deste tipo de alimento.
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ABSTRACT

Naturally fermented foods like cassava puba arecesuof microorganisms able to produce
antimicrobial compounds. Several products of indaisinterest are produced IBacillus which
include enzymes, antibiotics, aminoacids, insed#isj biosurfactants and bacteriocins. In this
study biosurfactants and antimicrobial substancedyted byBacillus spp. (C3 and P5) isolated
from the food matrix Puba were characterized, &edoine with higher antimicrobial activity was
chosen for further testing. The identification dftlo bacteria was performed by phenotypic,
chemotaxonomic and genotypic tests, and the reasdidcated that they belong to the genus
Bacillus and Bacillus sp. C3 toB. cereufB. thuringiensisand Bacillus sp. P5 to the species
Bacillussubtils/amyloliquefaciens The spectrum of antimicrobial activity was asedssising
microorganisms (45) which included Gram-positived g@ram-negative bacteria, filamentous
fungi and yeasts, and activity against 62% (28jeftest organisms was observed. An increase in
antimicrobial activity was detected wh@&acillus sp. P5 was cultured with inactivated cells of
other microorganisms, but not when in contact whtth supernatant of these, with higher activities
for Corynebacterium fimiAspergillus fumigatysLactobacillus brevisE4-248, Lactobacillus
fermenturi4-249 andLactobacillus plantarumEPF-257. These results indicate that there is
interference of quorum-sensing inducing factospeeially when the microorganisms were from
the natural microbiota of this fermented food, @asing the production of the
antimicrobialsubstance(s) Bacillus sp. P5. The crude supernatantBacillus sp. P5 showed
bacteriostatic action again8acilluscereusATCC 14579 and againdtisteria monocytogenes
ATCC 6477. The characterization of biosurfactariivdg was detected by beta hemolysis zone
around the colony, by emulsifying activity testsdathe measurement of the surface tension.
Emulsifying activity of the supernatant was obsdréer all the tested substances (4), with the
exception of xylene, which is capable of formingutsion only when tested in the supernatant
medium Landy with glutamate. Reduction of the aceftension of the culture medium was also
observed, suggesting the production of surfacesactompounds by the bacteria. The PCR
followed by sequencing of amplicons allowed thentdeation of genes related to the synthesis
of the bacteriocins subtilosin A and subtilin ®acillus sp. C3 constituting the first record of the
presence of these genes Bacillus thuringiensiB. cereusspecies, which possibly belongs
toBacillus sp. C3. Regardingacillus sp. P5, subtilosin A, surfactin and iturin A were
identificated. Among the techniques employed forifmation, the best results were seen with
butanol extraction followed by reverse phase chtography on C18 column and HPLC coupled
to MALDI-TOF mass spectrometry for analysing cudtsupernatant. Foranalyzing the substances
directly into the food matrix,by reverse chromatggry was replacedby an adapted method of
extraction with butanol using a C4 column (zip tiphe isolatedBacillus sp. P5 is able to co-
produce five (5) different types of lipopeptidesurfactin, fengicin, iturin, micosubtilin and
bacilomicin) and therefore presents varied activitfy biocontrol. Furthermore, this study
demonstrated the high production of different isofe of surfactin (C13 - C17) in the culture
medium, including the C15 isoform, the most biotadly active isoform, and C17, rarely
described as well as the first detection of lipdjgegs as fengicin and iturin directly in manioc
food matrix. This food is widely consumed by popigias in northern and northeastern Brazil and
the knowledge about these substances could cot@ribuncreased food safety and shelf life of
this type of food.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A producéo de substéncias antimicrobianas por hastéonstituintes da microbiota
presente em um produto alimenticio brasileiro deénado de puba ou carima, obtido por
fermentacdo espontanea de raizes de mandMaail{ot esculenfa é pouco estudada. O
género Bacillugaz parte da microbiota residual deste produtoe Egnero inclui uma
variedade de espécies importantes industrialmetgmeaim historico de uso seguro tanto em
alimentos quanto na induastria. Os produtos quetesrisno comércio hoje e que sao
produzidos porBacillus incluem enzimas, antibidticos, aminoacidos, bidsstantes,
lipopeptideos e inseticidas além de bacteriociaad extensivamente pesquisada a subtilina
e subtilosina A, produzida pddacillus subtilis(KLEIN, KALETTA, ENTIAN, 1993). As
bacteriocinas séo peptideos ou proteinas antiltdsr produzidas por bactérias que matam
ou inibem o crescimento de outras bactérias filegeamente relacionadas. Sao produzidas
por diferentes grupos bacterianos incluindo muitbembros do génerdacillus Os
surfactantes de origem microbiana e com alta cdpdei emulsificante sdo denominados
biossurfactantes (NITSCHKE; PASTORE, 2002). Estés trecebido grande interesse,
atualmente, como uma fonte alternativa aos surfgegasintéticos, por possuirem iniUmeras
vantagens como biodegradabilidade, baixa toxicidd@lecompatibilidade, entre outras
(MULLIGAN, 2005). Os biossurfactantes lipoprotéicasio, possivelmente, os mais
conhecidos por suas atividades antibiéticas, semelbor caracterizados aqueles produzidos
por Bacillus sp., incluindo surfactina, fengicina, liquenisinaulestancias da familia das
iturinas composta por iturina, micosubtilisina acilomicina (BARROS et al., 2007). A
maioria dessas substancias produzidas por bactmdstiva contra patdgenos encontrados
em alimentos bem como muitas espécies de outréériaacdeteriorantes Gram-positivas. Em
virtude destas caracteristicas, as bacteriocirmabjasurfactantes e os lipopeptideos possuem
um elevado valor comercial para a aplicacdo nadeedimentos, medica e farmacéutica.

Os peptideos antibacterianos estdo ganhando nexigdat como uma alternativa
terapéutica, bem como para a prevencédo da detgimra degradacdo de alimentosentre
outros produtos (ANTHONY et al., 2009). A produgd® bacteriocinas ou substancias do
tipo bacteriocina foi descrita em muitas espécegé&heraBacillus incluindoB. subtilis, B.
coagulans, B. cereus, B. thuringiensis, B. megateg outros (JACK; TAGG; RAY, 1995;
WU et al., 2005).
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O uso de novas bacteriocinas na industria de atosd¢ande a aumentar nos proximos
anos, a medida que as pesquisas e 0s esquemasfidagiio sejam otimizados, tornando-se
essencial a selecdo de linhagens com relevanciagema pela dominancia e habilidades
metabolicas tornando-se assim candidatas a ufiizagomo agentes biopreservantes.
Portanto, os peptideos antimicrobianos, dentreuasscps bacteriocinas sdo candidatas em
potencial para a utilizagdo em alimentos pois, gmbaistam varios métodos de preservacao
disponiveis, tem-se procurado dar énfase aos @@Eegue respeitam o principio de
biopreservacao.

A natureza quimica das bacteriocinas e de variaas (hemolisinas) faz com que
essas substancias sejam degradadas no trato gasimed de homens e animais, muitas vezes
perdendo sua toxicidade. Segundo Marugg (1991)udest realizados com varias
bacteriocinas indicaram que elas ndo sao toxicasprevocam reagcdes imunoldgicas e, por
isso, possuem grande potencial como conservadatesais em alimentos. Até o presente, as
Unicas bacteriocinas produzidas para conservacabentos sdo a nisina e a pediocina PA-
1, vendidas com os nomes comerciais de NisapliABe®, respectivamente.

Os biossurfactantes apresentam inumeras aplicagbesincluem tratamento de
derrames de 6leo no mar ou na terra, remoc¢do diigas do solo e também podem ser
utilizados como estabilizadores de espuma, nassinids de alimentos, farmacéutica e na
producdo de sabdes e detergentes (COOPER, 198#¢mPser também utilizados como
antimicrobianos (incluindo atividades antifUngicantibacteriana e antiviral), como
antiadesivos prevenindo a formacao de biofilme atateres e outros dispositivos usados na
instrumentacdo médica, na biorremediacdo de hidyonatos, de metais, na limpeza de
tanques, no controle bioldgico de patdgenos emtgdaem substituicdo aos pesticidas, na
mineracdo, na industria cosmética, de alimentopagel, téxtil, ceramica e de tintas (MELO;
AZEVEDO, 2008). Além disso, ja ha trabalhos modmgue os biossurfactantes podem ter
aplicacdes clinicas como uma alternativa aos agemtémicrobianos sintéticos ou podendo
ser incorporados em preparacdes probidticas pandater as infec¢des do trato urogenital
(VELRAEDS et al., 1996).

Frente a essa realidade, torna-se necessariocaerifi potencial antimicrobiano,
caracterizar e investigar novas substancias imig@roduzidas por bactérias, incluindo as
do génerdacillus. InUmeras pesquisas mostram que alimentos naturdnfermentados séo
fontes de micro-organismos produtores de substaciamicrobianas. Nesta pesquisa foram

selecionados dois isolados @acillus sp. recuperados de puba ou carimd, um produto
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alimenticio tipico das regides Norte e Nordestddasil, obtido por meio de fermentacdo de
raizes de mandioca submersas em agua. Estes sdmdon pesquisados quanto ao seu

potencial biotecnoldgico para producdo de subsa&8ncomo bacteriocinas, lipopeptideos
antimicrobianos e biossurfactantes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALIMENTOS NATURALMENTE FERMENTADOS

Puba ou carima € um produto alimenticio brasildecheranca cultural indigena. As
denominacgdes deste produto sdo originadas da lihgpacujo significado corresponde a
podre, fermentada e massa azeda de mandioca, treapente (ALMEIDA et al., 1993). A
puba é obtida por fermentacdo espontanea de rdzesmandioca submersas em agua.
Basicamente, as raizes de mandioca com ou senicalpedxterna sdo imersas diretamente
em agua estagnada, geralmente em recipientescpkistiu dentro de um saco mantido em
agua corrente, como nos igarapésna regiao NortBrdsil. Nos dois casos as raizes de
mandioca permanecem nestas condicbes por 3 a 7 pkado no qual ocorre a
fermentacao,processo denominado de pubagem, qutnes amolecimento das raizes. Apos
0 processamento das raizes para a separacdo oes diitem-se uma massa Umida com
cheiro caracteristico de produto fermentado (CRVERD13).

A puba é utilizada na culinaria regional das regiBierte e Nordeste do pais, sob a
forma de bolos, pés-de-moleque, pamonhas, cuscmgaos e pudins (ALMEIDA et al.,
1993). No estado deSergipe (SE), a pubaéprepaeguindo a tradicdo de origem indigena,
quase sempre em pequena escala, sem padronizacaAmtéliga prima e sem cuidados
especificos com a agua ou recipientes utilizadostaRto, este produto pode apresentar
qualidade inconsistente, riscos higiénico-sanisaeé@equena vida de prateleira. Além disto,
muitas familias da zona rural deste estado soleBvigom a renda obtida da producgéo de
puba. Geralmente, estas familias plantam a mandiacprocessam em domicilio, sendo toda
a producdo comercializada em feira livre (CRISPBA13). O fluxograma e as etapas de

producao da puba sdo mostrados na figura 1.
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Raizes de mandioca

4 DIAS

M

Figura 1. Fluxograma das etapas de producdo de puba ordeddaco da Raiz, Estancia (SE).
llustragBes do processo de pubagem: bombona canfehcos de raizes de mandioca submersas
em agua (A) e (B), aspecto das raizes de mandpmts afermentagdo espontanea (C), aspecto das
raizes pubadas apds o descarte da agua (D), tdmisdavagem da massa (E), separacdo das partes
nao pubadas (F), aspecto do liquido obtido apasagem da massa (G), massa pubada dentro de um
saco de algodao para a retirada manual da aguaybg,dentro do saco de nailon para prensagem (l),
prensa de madeira para retirada da agua (J), pfeosada (L), puba pronta para consumo (M).
Fonte: CRISPIM, 2013. Fotos Dayane Assad.

A microbiota da puba é pouco estudada. Crispimlabooadores (2013) avaliou a
microbiota lactica de 20 amostras de pubas, prgaesconsumo, adquiridas em feiras livres
de Teresina, Piaui. Nestas amostras foram isolaitos espécies de lactobacilos com
predominio de.actobacillus fermentum, Lactobacillus plantarerhactobacillus delbrueckii
(CRISPIM et al., 2013). Embora o gén@&acillus ndo faca parte da microbiota dominante da
puba, este foi encontrado como microbiota residwmalamostras de pubas produzidas em
Saco da Raiz, Estancia, SE (CRISPIM et al., 2013).

2.2 BACTERIAS DO GENER@®acillus

O génerdBacillus é composto por bactérias Gram-positivas com baixdetdo G+C
(Dominio Bacteria; Filo Firmicutes; Classe Bacillirdem Bacillales; Familia: Bacillaceae) e
€ mais estreitamente relacionadas com os géhéstesia, Streptococcu® Staphylococcus
(WU et al, 2009). Espécies @acillus sdo onipresentes na natureza, tendo sido isotilas
ambientes tao diversos como agua doce, agua sakm@daplantas, animais, argilas, pedras,
poeira, alimentos, ar e trato gastrointestinal &gog insetos e animais (NICHOLSON, 2002;
PIGNATELLI et al., 2009). A diversidade fenotipieaglobadas pelos membros do género
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Bacillus € espetacular: altas temperaturas, extrema sadi@jccondi¢cdes 4cidas e os sistemas
imunologicos de muitos animais representam pouceafibe para alguns membros
(KANDLER; WEISS, 1986).

Os membros do génerBacillus sdo Gram-positivos, aerébios, formadores de
endosporos e sdo caracterizados pela morfologibad®mnetes com extremidades retas ou
arredondadas de tamanhos variaveis (0,5 X 1,2 @n2,8tx 10 um). Geralmente moveis
gracas aos flagelos peritriqui@acillus anthracise Bacillus mycoidesao imoveis.

Esta capacidade de sobreviver e crescer em diésrertossistemas € baseada na
producdo de seus endosporos robustos e na suaidiaces com relacdo as suas propriedades
fisiologicas e seus requisitos para crescimento.dAsrentes espécies dRacillus sdo
fenotipicamente e genotipicamente heterogéneas RECKY; HEMPHILL, 2006) e,
consequentemente, eles apresentam propriedadedisas bastante diversificadas, tais
como a capacidade de degradar muitos tipos difese¢ substratos derivados de fontes
vegetais e animais, incluindo a celulose, amidotgbnas, agar, hidrocarbonetos e também
biocombustiveis. Além disso, algumas espécieBalgllus sao nitrificantes heterotroficos,
desnitrificantes, fixadores de nitrogénio, preaigdres de ferro, selénio-oxidantes, oxidantes
e redutores de manganés, quimiolitotroficos fatiutta, acidoéfilos, alcaléfilos, psicréfilos,
termofilicos entre outras propriedades. A diverdédaas propriedades fisioldgicas permitiu a
estas bactérias colonizar uma grande variedadall&ats. Essa capacidade de diversificacéo
ecologica enorme foi entdo potencializada pelayg@d de esporos, que séo caracterizados
por sua notavel capacidade de resisténcia e doraié@heesisténcia dos esporos ao calor, a
desidratacdo e aos desinfetantes e outros meiestel@izacdo € de grande relevancia para a
industria de alimentos devido ao seu interesse éesmo na industria de transformacéo
(SLEPECKY; HEMPHILL, 2006).

Atualmente (2014), conforme o site “LPSN - ListRybkaryotic names with Standing
in Nomenclature” do pesquisador J.P. Euzéby hgauitale 279espécies e de 7 subespécies no
géneroBacillus spp. (www.bacterio.cict.fr/b/bacillus.htpl Ha efetivamente 172 espécies
aceitas (GOMEZ, 2013).

Os membros deste género apresentam uma vasta gamequisitos nutricionais,

condi¢des de crescimento, composicdo de bases doeDhaior composicdo de aminoacidos
da parede celular. Além da heterogeneidade feoatigles também sédo filogeneticamente
diversos (ASH et al., 1991), com grupos filogerstiente distintos que emergem de uma

analise comparativa da subunidade menor de rRNAteDmodo, o grup®acillus cereus



27

inclui as seguintes espécies estreitamente rekadanB. cereus B. thuringiensis B.
anthracis B. weihenstephanensB. mycoides, B. pseudomycoi@d3. cytotoxicusque pode
ser dividido emsete grupos filogenéticos (GUINEBRERE et al, 2013). A taxonomia do
grupo B. cereustcomplexa e ambigua. Linhagens do grupo pseudomycoidgsgrupo VI
(B. weihenstephanensis B. mycoides e grupo VII 8. cytotoxicul parecem serespécies
diferentes, maB. cereus , B. thuringiensesB. anthracisséo distribuidos por grupos Il , Il ,
IV e Vsem formacéo de “clusters” de acordo com ‘espécie” (GUINEBRETIERE et al,
2013).

Em contraste, grupos genotipicos pertencentes apogBacillussubtilis foram
separados com nas analises Stmuthernblotdescritas por Shida (2001), sendo edtes
amyloliquefaciens B. mojavensis B. licheniformis B. subtilis subsp. subtilis B.
subtilisspizizenji B. vallismortis, B. pumiluse B. atrophaeus(GUERRA-CANTERA,
RAYMUNDO, 2005)

As espécies do génemacillus podem ser classificadas também segundo Gomez,
2013, conforme a morfologia do esporo e do espavéerg trés grupos. O grupo | € formado
por bacilos Gram positivos, apresentam esporo aemir terminal; esféricos ou ovoéides; nédo
deformam a célula. O grupo | é subdividido em auttois subgrupos:

a) O grupo la constituido de bacilos de diametrpesar a 1 um, apresentando
inclusGes de poli-beta-hidroxibutiratB.(anthracis B. cereusB. megateriumB. mycoides
B. pseudomycoideB. thuringiensisB. weihenstephanengie b) O grupo Ib constituido de
bacilos com diametro inferior a 1 um e desprovidesnclusdes de poli-beta-hidroxibutirato
(B. coagulansB. firmus B. licheniformis B. subtilis B. pumilug.

O grupo Il é constituido de espécies Gram varigwagigesenta esporo oval, centralou
terminal que deformam a parede celuRrdirculans B. stearothermophilys

O grupo Il é caracterizado por bacilos Gram vagigyvapresentam um esporo esférico
terminal ou subterminal e, igualmente, deformam aege celular B. globisporus
B.insolitug. B. thuringiensissintetiza um cristal composto de toxinas letaisapasetos. A
elaboracdo desse corpo para-esporo ndo € Unico émergy Bacillus pois o
Lysinibacillusfusiformis, Lysinibacillus sphaericuBaenibacillus popilliag Brevibacillus
laterosporuse certas linhagens d®aenibacillus lentimorbusdo capazes de produzir tais
cristais (GOMEZ, 2013).

Desta forma, o denominado grupacillus cereustambém chamado d& cereudatu

sensy €& um grupo taxonomicamente ambiguo que inclui s seespécies
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estreitamente relacionadas de acordo com a atuabndenia: B. cereus e B.
weihenstephanensigue podem ser causadores de intoxicagdo alimeBitanycoidese B.
pseudomycoidegue Sdo espécies comuns e onipresentes no Boliwuringiensis,como
patogeno de insetos e sua toxina amplamenteadi#lizomo bioinseticida B. anthracis o
agente causador do antraz (VILAS-BOAS et al. 200MAUGHAN; AUWERA,
2011). Recentemente, foi descrito neste grupo umwa Bspécie termotolerante denominada
deBacillus cytotoxicu§GUINEBRETIERE et al., 2013).

Comparacao utilizando genésusekeepingpr meio de métodos como tipagem de
sequéncia multilocus (MLST) e eletroforese enziogétnultilocus (MEE) indicaram qug.
cereus, B. thuringiensie B. anthracissdo uma espécie (HELGASON et al., 2000). Além
disso, demonstrou-se que a similaridade de sequéoncgene 16S rRNA d®. anthracis B.
cereus e B. thuringiensis muito elevada (> 99 %) (SACCHI et al. , 2002). &ganto, a
hibridizacdo DNA-DNA foi observada entre linhagelesdiferentes grupos apenasabaixo do
limiar de 70% oque indica que saodiferentes espé®MAKAMURA; JACKSON, 1995;
GUINEBRETIERE et al., 2013).

B. anthracis B. cereusB. thuringiensis B. weihenstephanendisrmam colbnias de
tamanho grande (2 a 7 mm de diametro), foscasanutprsas e de forma variaveis (circulares
ou nao, bordos regulares ou denteadas ou filanes)tosla B. mycoidese o B.
pseudomycoidgsroduzem colbnias rizoides e aderentes que sehespador toda a superficie
do agar em 48 h. Algumas espécies ou certas cepdszem pigmentos quando cultivados
em meios especiais (pigmento vermelho parB.acereus pigmento amarelo para B.
fastidiosus pigmento amarelo, laranja, ambar, rosa paBa subtilig. As espécies do género
Bacillus esporulam logo que as condi¢cdes ndo sdo favordueissé esporo por célula
vegetativa) e estes esporos sdo frequentement® masistentes no meio ambiente. A
esporulacdo depende das condi¢cdes de cultivaitro”. Algumas espécies nao esporulam
em meios especiais (SNEATH et, 4986, GOMEZ, 2013).

O perfil de éacidos graxos e lipideos polares tenstadada importancia na
guimiotaxonomia do génerBacillus ja que cada micro-organismo possui uma composi¢cao
particular de lipideos na membrana, a qual estptada a faixa de temperatura particular de
crescimentoEstas diferencas também podem ser influenciadaslifeyencas filogenéticas,
por capacidades metabdlicas distintas e por irderdipideo-proteina especificas de cada
bactéria. A formacdo destas classes de compostis g&r entdo fortemente influenciada

pelas condicdbes de cultivo, de modo que, paratodss estudos condicbes de
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crescimento altamente padronizadas devem ser eagaggNo entanto, devido a grande
diversidade de seus requerimentos nutricionaisi@fiquimicos, tal padronizagdo ndo pode
ser alcancada para todas as esp&aegslus A composicdo de acidos graxos aloca esses
micro-organismos em seis grupos (de A a F). Todograpos, com excessao do grupo D,
contém uma grande quantidade de cadeias acidaicemtas. O grupo E inclui as espécies
Bacillus antracis, B. cereus e B. thuringiendt8Sn contraste aos grupos A-D, pequenas
porcdes (7 a 12%) de acidos graxos insaturados pegdentes neste grupo. Os acidos graxos
predominantes (19-21%) séo do tipo-C15 com comprimento da cadeia de 12-17 atomos de
carbono (SNEATH, 1986; RUSSEL, 2002).

Ao longo do século passado essas seis espécias fdescritas como espécies
individuais do génerBacillususando testes para identificacdo baseados na g#na
hospedeiros  patogénicos, na morfologia das  colbnias  nas propriedades
metabdlicas como critérios de distincdo, juntamentem testes como motilidade,
resisténcia a penicilina e sensibilidade aos fggosa.B. anthracisfoi descrito em relacao
a patogénese da doenca do anti@zpereudoi descrito como uma bactéria comumente
associados com cereais. Durante 0 mesmo peodoycoidegoi descrito com base na
caracteristica morfolégica rizoidal das coloniasn eneios de cultura (MAUGHAN;
AUWERA, 2011). PosteriormentB, thuringiensidoi descrito com base em sua produgéo
um cristal para-esporo e suas associadas propes@atomocidais (BERLINER, 1915). No
entanto, o surgimento de técnicas de hibridizagdDMNA, 16S rDNA eMultilocus sequence

typing (MLST,; http://mlistoslo.uio.np progressivamente revelaram que essas espécies sdo

muito mais estreitamente relacionadas do gquessatustaxondmico implicito. Ao mesmo
tempo, duas espécies adicionais foram descritas o comembros do grupd.
pseudomycoidesomo variedade genética deB. mycoideNAKAMURA, 1989)

e B. weihenstephanenstemo uma  variedade psicrotréfica Ble  cereus scricto
sensULECHNER et al., 1998). Mais recentemente, whuster de cepas termofilicas de
origem clinica foram  propostas a representar novaspéae  denominada de
Bacillus cytotoxicus (GUINEBRETIERE et al., 2013). Deste modo, estapéeies
compartilham muitas propriedades fenotipicas e ltomnével de similaridade de sequéncia de
DNA que dificulta uma identificacdo adequada, ahealte, tanto por tracos bioquimicos
como por técnicas moleculares, como sequenciangame rRNA. Estudos sobre o genoma
do grupoB. cereugevelaram que as caracteristicas contidas nosfulass sao os principais

responsaveis pela patogenicidade, enquanto quelaaquelacionadas aos cromossomos
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apresentam diferencas limitadas no contetudo gendfisses achados tém questionado sua
inter-relacdo taxondmica e até mesmo o status slesspécies como espécies distintas
(HELGASON et al 2000; RASKO et al. 2005). Entreioggrantes do gurpB. cereus a
espécieB. cereusesta sendo cada vez mais relatada como implicadaneitos surtos de
origem alimentar (Autoridade Européia de Seguraflimentar 2009; FRICKER et al.,
2007). Desta forma a identificagcéo Blecillus cereusensu strict@onstitui um desafio atual
também para a industria de alimentos. No entardsk&® et al. (2005) argumenta que varios
meétodos de tipagem molecular tém sido periodicaenaptesentados com a alegacéo de que
eles poderiam diferencid. cereus sensu scrictie B. thuringiensis mas os resultados dos
estudos gendmicos tém demonstrado que é quasssimpbgue estas duas espécies possam
ser consideradas geneticamente distintas.

Os membros do grupdacillus também sao considerados bons produtores de
substancias antimicrobianas, incluindo antibiétigeptidicos e lipopeptidicos e bacteriocinas
(STEIN, 2005). A producdo de substancias antimiertds e a capacidade de esporulacao
confere as linhagens dgacillus uma dupla vantagem em termos de sua sobrevivéntia
diferentes habitats. A presenca de espécieBatdlus em alimentos nem sempre implica
cepas de deterioracdo ou intoxicacdo alimentdgenes espécies, mesmo quando usadas na
producdo de alimentos humanos e animais, tais cparaggxemploBacillus subtilis os que
sdo usados na producao rito, uma comida asiatica fermentada (HOSO; KIUCHI, 300
Além disso, linhagens especificas Be subtilis sdo também utilizadas como culturas
iniciadoras para fermentar soja no tradicional aoedto do oeste africardawadawaou por
fermentacdo de sementes nas mesquitas africares gaoducdo do condimento alimentar
nigerianookpehg OGUNTOYINBO et al., 2007).

2.3 BACTERIOCINAS E PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

O estudo de substancias antibacterianas de nafur@Zica comegou em 1925, com a
descoberta das colicinas produzidas scherichia coli Posteriormente, em 1953, Jacob et
al. introduziram o termo genérico bacteriocina, sapé@rificarem que a producdo destas
substancias ocorria em diferentes espécies Graitivaese Gram negativas. No entanto,
neste periodo, os estudos estavam centrados raggriente nos micro-organismos Gram
negativos; entretanto, estas bactérias associagamgativamente aos alimentos, ou seja, a

sua presenca ndo era desejavel. Felizmente, olhoab@om colicinas permitiu o
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desenvolvimento de métodos de deteccdo e isolantEntoutras classes de bacteriocinas
(LEWUS; KAISER; MONTVILLE, 1991).

As Dbacteriocinas sdo proteinas ou peptideos amtbianos sintetizados
ribossomicamente por varias espécies do donBauieriae por algumas cepas do dominio
Archaea (RILEY; WERTZ, 2002). Bactérias Gram-negativas ear@positivas produzem
bacteriocinas que variam quanto as caracteristit@glimicas, mecanismo de acdo, massa
molecular e codificacdo genética. As bacteriocidasbaixa massa molecular, por serem
estaveis a temperaturas elevadas, possuem maancmtde aplicacdo biotecnolégica. No
entanto, elas sdo menos freqientes em bactérias-&gativas enquanto as bactérias do
acido lactico (BAL) produzem uma grande variedaddais compostos (DIEP; NES, 2002).
As bacteriocinas apresentam um elevado grau decibspgiade de alvo contra bactérias
relacionadas, embora muitos tém um maior espedratividade (JACK; TAGG; RAY,
1995). Sua natureza protéica implica numa supostgadacdo no trato gastrintestinal de
seres humanos e animais, sugerindo seu uso conmgergante natural em alimentos
(CLEVELAND et al., 2001). A maioria desses peptgldem como alvo a membrana
citoplasmatica das células e, além disso, saortedi® sob condicdes fisioldgicas e assumem
estrutura de hélice, em alguns casos de folhasugaelgs, que sdo importantes para seu
mecanismo de acdo (CHEN; LUDESCHER; MONTVILLE, 1997

Ha relatos na literatura de substancias antimiar@s que ndo foram bem
(BLIS) ou substancia tipo bacteriocinzteriocin-likg. Este termo € muito utilizado quando
a natureza peptidica do composto antimicrobianofoétotalmente elucidado. Além disso,
essas BLIS, geralmente, possuem um maior espeetegd@b do que a definicdo classica de
bacteriocinas, atuando contra uma variedade deérmsctGram-positivas, algumas Gram-
negativas e até contra alguns fungos filamentd3gas\UYST, VANDAMME, 1994).

Estudos recentes mostram que a producdo de peptagonicrobianos € uma
caracteristica universal do sistema de defesasp@cHico de uma grande variedade de seres
vivos como bactérias, plantas e animais (JENSSENIHL; HANCOCK, 2006). Até 1999
foram encontrados e caracterizados em torno dedpddeos antimicrobianos diferentes e ha
um grande interesse no estudo destas substanuide ds suas potenciais aplica¢des tanto na
area médica como na area de tecnologia de alimérANCOCK; CHAPPLE, 1999). No

entanto, além das bacteriocinas, as bactérias peaddambém peptideos sintetizados nao
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ribossomicamente tais como gramicidinas, polimigjnhacitracinas e outras (NISSEN-
MEYER; NES, 1997; HANCOCK; CHAPPLE, 1999).

Peptideos antimicrobianos, ao contrario de muitos antibidticos convencionais,
parecem ser bactericidas ao invés de bacteriastadicexigem um curto tempo de contato
para induzir a eliminacdo de patégenos. Além destgwiedades, tem sido demonstrado que
estas substancias apresentam um numero de funpd@emoduladoras que podem estar
envolvidas na depuracao/controle da infeccéo, imdtua capacidade de alterar a expressao
génica do hospedeiro. Podem atuar como quimioceasl induzir a producdo de
quimiocinas, inibir lipopolissacaridio indutor deogucdo de citocinas pro-inflamatorias,
promover a cicatrizacdo de feridas e modular gsostas das células dendriticas e células da
resposta imune adaptativa (CHEN; LUO, 2009).

Os peptideos antimicrobianos também podem ser agospde acordo com suas
propriedades quimicas e estruturais em duas clakseares e ciclicos. Os lineares nao
apresentam o aminoacido cisteina em sua composigémdem ser subdivididos nos que
formam umaa-hélice anfipatica apdés contato com a membranalacelpor exemplo,
magainina obtida de sapo (HARA et &001) e nos que sao ricos em um determinado &po d
aminoacido, tais como prolina, histidina e triptada por exemplo, indolicidina obtida de
bovino (ROZEK; FRIEDRICH; HANCOCK 2000). Os ciclicos sao peptideos que
apresentam residuos de cisteina em sua estrutodango ter as extremidades amino-
terminais abertas, como por exemplo, drosomicinalalila mosc®rosophila melanogaster
(LANDON et al.,1997), ou as extremidades fechagas,exemplo, teta-defensina obtida de
macaco (TRABI; SCHIRRA; CRAIK, 2001).

2.3.1Peptideos antimicrobianos produzidos por espés de Bacillus e classificacdo de

bacteriocinas deBacillus

A capacidade de producdo de peptideos antimicrobignamplamente encontrada
entre as bactérias Gram-positivas, incluindo o géBeacillus Estas substancias séo dirigidas
contra micro-organismos competitivos e, assim, gesana vantagem competitiva para seus
produtores. No entanto, atualmente, as bacteripaimais estudadas sao aquelas produzidas
por BAL, devido a sua potencial utilizacdo comocbiaservadoras na industria de alimentos,
considerando o em geral reconhecido status de snoépas como sendo seguras (GRAS)

(O'SULLIVAN et al.,, 2002), e também aqueles prodosi porespécies industrialmente
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importantes déacillus, que tém uma histéria de utilizagdo segura na inddde alimentos
(PEDERSEN et al., 2002).

Bacteriocinas e BLIS produzidas pelo gén&acillus como um todo, podem ser
consideradas como a segunda mais importante, dépdiacteriocinas produzidas por BAL.
Linhagens do génemacillus produzem um gama diversificada de peptideos asrtimianos,
com diferentes estruturas quimicas basicas (GEBHRRDal, 2002;. STEIN, 2005). Até
momento, nenhum esquema de classificacdo foi edbompara as bacteriocinas do
génerd@acillus apesar de todos os esforcos de classificacac fedm as bacteriocinas de
BAL. Este é provavelmente um resultado da faltintt@macado sobre muitas das seqiiéncias
de aminoacidos destas bacteriocinas ou devido asidmavel diversidade de
peptideos/proteinas produzidas p8acillusAlguns peptideos antimicrobianos foram
incluidos nos grupos ou classes descritas antegitanpara as bacteriocinas de BAL.
Exemplos disso sdo os lantibidticos, a Unica classdecida para peptideos antimicrobianos
do génerBacillus que estdo incluidos na Classe | do esquema dsifidagdo das
bacteriocina de BAL (NES; YOON; DIEP, 2007; FRANEZa, 2007). Os lantibioticos séo
sintetizados ribossomalmente como precursores gédees. Eles sdo modificados pos-
traducionalmente pela desidratacdo de residuosrilease treonina e subsequente adicao
intramolecular de cisteina, resultando na formag@of3-metil) pontes tioéter lantionina,
caracteristica estrutural de elementos como lanitiois (BIERBAUM; SAHL, 2009). Além
disso, varias bacteriocinas/BLIS produzidos poéess deBacillus pertencem a classe Il de
bacteriocinas LAB (como definida por KLAENHAMMER923; NES; YOON; DIEP, 2007),
gue inclui as bacteriocinas similares a pedioci@tagse lla) e as bacteriocinas de dois
peptideos (classe IIb). No entanto, Abriouel e(2011) propds um esquema simples para a
classificacdo de bacteriocinas/BLIS produzidas espécies do géndBacillus que sera

descrito na tabela 1.
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Tabela 1 Classificacdo proposta para as bacteriocinasBdeillus em compraragdo com a
classificacdo proposta para BAL.

Bacteriocinas de BAL
Bacteriocinas deBacillus Exemplos (NES ; YOON; DIEP, 2007)

Classe |. (lantibidticos) peptideos modifice Classe I. Lantibioticos
pos-traducionalmente

Subclasse 1.1.Peptideo Gnico alongado Subtilina, ericina S, ericina A

Sublacina 168, mersacidil
Subclasse 1.2. Outro peptideo Unico paenibacilina

Subclasse 1.3. Dois petideos Haloduracina, lichenicidina

Subclasse 1.4. Outro peptideo Ehtilosina A
traducionalmente modificado

Classe II. Peptideos ndo modificados Classe Il. Peptideos pequel
lineares

Subclasse Il.1.Peptideos semelhantes a pediGoagulina, SRCAM 37, SRCA
602, SRCAM 1580 Classe lla

Subclasse 11.2. Peptideos semelhantes a thuricina
Thurincina  H, thuricina !
thuricina 17, batturicina FA4
Subclasse 11.3. Outros peptideos lineares  cereina MRX 1

Cereina 7A, cereina 7B, lichenil
thuricina 439
Classe lIl. Grandes proteinas

Megacina A-216, megacina A-
19213 Classe lll. Bactericinas grande
termolabeis

Fonte: ABRIOUEL et al., 2011.

Algumas bacteriocinas produzidas por espécies derdg@acillus pertencem ao grupo
dos lantibidticos (WILLEY; VAN DER DONK, 2007; BIERAUM; SAHL, 2009). Os
lantibidticos tém sido divididos previamente em sdajrupos ou tipos: um tipo inclui
os alongados e com carga positiva,enquanto o tipalBi os globulares e com cargas
neutras(JUNG, 1991). O lantibidtico de tipo A podeser ainda mais
subagrupados (subgrupos Al e All) de acordo com ewimas que estdo envolvidas
na maturacdo das moléculas (WILLEY; VAN DER DONKQOZ). No entanto, dado o
namero crescente delantibidticos descritos em atites grupos de bactérias, émuito dificil
estabelecer um esquema de classificagdo unificad@mas outras classificages foram
propostas (NES; YOON; DIEP, 2007).Portanto, o sistale classificacdo de bacteriocinas

deBacillusdeve funcionar independente do sistema de cleag#o de bacteriocinas de
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BAL, embora alguns compostos produzidospor amBasilluse BAL tenham caracteristicas
muito semelhantes. No sistema de classificacdoogtomesta revisao para bacteriocinas de
Bacillus(Tabela 1), a Classe | inclui peptideos antimiemobs que sofrem diferentes tipos de
modificacde pos-traducionais. Esta classe pode sudmtividida em
quatrosubclasses. Subclasses 1.1-1.3 incluem pEsicom modificacdestipicas de
lantibiotics (por exemplo, a formacao lantioninasiduos de b-metil lantionina), enquanto a
subclasse 1.4 incluioutras modificagbes Unicasbctisse 1.1 inclui tipo lantibiéticos tipo
A com uma estrutura enlongada, como o subtilinarexiS e ericina A. A subclasse 1.2 inclui
lantibidticos globulares do tipo B como mersacidiepaoutros lantibiéticos como sublancina
168 e paenibacillina. A subclasse 1.3 inclui osdo@mponentes lantibioticos, como
haloduracina e lichenicidina. A subclasse leluno unico peptideo ciclico subtilosina
A que contém uma ligacdo peptidleead-to-tail bem como as particulares pontes de
sulfeto formado entre grupos de cisteinae residdesidratados de aminoacidos. Esta
classificagdoé coerente cafusteringobtidos da andlise comparativapublicadas
de sequéncias de aminoacidos. Asubtilina e eridorasam  um cluster coerente, que
écaracterizado por regides altamente conservadagepmideo maduro bem como nas
sequéncias lider de peptideo. Curiosamente, asnisialoies A1 e A2 de haloduracina e
lichenicidina também formam conjuntos coerentesgesodo que ambos peptideos
lantibioticos compartilham uma origem comum. Meldiaa também mostra homologia
coma subunidade Al dos dois peptideo lantibidticas especialmente com a
subunidade Al de lichenicidina, com 25 residuos seorados em posicdes idénticas,
indicando seu parentesco com os dois peptideabitaittos (Fig. 1).

Bacteriocinas da Classe Il incluem peptideos pempi€d,7710kDa), ribosomalmente
sintetizados, ndo modificados e pepetidos linegres sdo estaveis ao calor e mudancas
de pH. Esta classe pode sersubdividida em quab@aases. A subclasse Il.1inclui peptideos
semelhantes a pediocina com a estrutura YGNGVXGawada proxima ao N-terminal e a
coagulina produzida pdB. coaguland,, bem como a bacteriocinas produzidas Bacillus
circulanse por linhagens dBaenibacillus polymyxg$SRCAM 37, SRCAM 602, SRCAM
1580) pertencem a essasubclasse. A subclassedil? pepetidos semelhantes a turicina com
a estrutura DWTXWSXL conservada perto do N-termigam o bacthuricina F4, thurincina
He Se 17 produzidos porlinhagens d& thuringiensis e cereina MRX1 produzido
porlinhagens deB. cereusA analise comparativa da sequéncia de aminoacdosptideos

semelhantes a  turicina mostrau um cluster coerentd®. subclasse 1.3 inclui
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outros peptideos lineares, como lichenina produpid®. licheniformis ou cereinas 7A e
7B.

A Classe lll inclui grandes proteinas (430 kDa) catividade fosfolipase como
megacinas A-216 e A-19213produzido por linhagens Bacillus megaterium Muitos
outros polipeptideos antimicrobianos de tamanternmédiarios (10-30kDa)e outras
grandes proteinas antimicrobianasproduzido poréhbast do génerdBacillusndo estédo
incluidos neste sistema de classificagcdo devidoalta de dados sobre a sua proteina

ousequéncias génicas, embora eles sejam referdomimente sob a categoria de BLIS.

2.3.1.1 Subtilina

Subtilina é uma bacteriocina do tipo lantibioticatatizada porBacillus subtilis
Lantibioticos possuem uma atividade antimicrobialevada contra diversas bactérias Gram-
positivas tais comdlropionibacterium acnes, Staphylococap., Streptococcus spp. e
Clostridiumspp. (COTTER; HILL; ROSS, 2005 a). A subtilina éita similar a nisina, que &

a mais importante bacteriocina do grupo dos lafdtitns lineares e € usada como um
conservante de alimentos (ARAUZ et al., 2009). Gatascrito anteriormente para outros
lantibidticos, a subtilina é sintetizada ribossamerite como um pré-peptideo inativo e
modificado pos-transcricionalmente. O transcriteliprinar dos genes deste lantibidtico € um
pré-peptideo de 56 aminoacidos que consiste emsemqEncia lider N-terminal seguido por
um pré-peptideo C-terminal que € a proteina ativay 32 aminoacidos. O peptideo maduro
contém aminoacidos modificados como lantionina, idiealanina e dehidrobutirina
(BANERJEE; HANSEN, 1988; STEIN, 2005). A biossimeakesta bacteriocina € baseada na
expressao de dez genes que estdo organizadosster génico spaBTCSIFEGRK. O gene
spaS codifica o pré-peptideo da subtilina ao qual $dwoduzidos enzimaticamente
aminoacidos modificados pelos produtos dos gesB e spaC O precursor modificado é
transportado através da membrana citoplasmatiaa tp@hsportador ABC codificado por
spaT, que parece ser um complexo associado a memboam&mzimas modificadas SpaB e
SpaC. As células sdo protegidas contra a atividedienicrobiana pela producdo de uma
proteina de imunidade composta por Spal, SpaF &.Sjpi 0s genespaR e spaK sao
responsaveis por dois sistemas regulatorios dati@gha subtilina (WILLEY; VAN DER
DONK, 2007). A expressao dos genes de imunidadessibtese da subtilina séo reguladas

por dois mecanismos diferentes. Durante a faserescimento exponencial, a proteina
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reguladora de estado de transicao, AbrB, atua ecomoepressor da biossintese da subtilina e
somente um nivel basal das proteinas SpaBTC sé&tizadas. Consequentemente, uma
pequena quantidade de subtilina é produzida, gleddiesta, insuficiente para a inducdo da
cascata de regulacdo. Ao final do crescimento expmal, a sintese de AbrB € reprimida,
seguida da inducao do fator sigma H (STEIN et2002). O fator sigma induz a transcri¢ao
de spaRKe a Spak histidina quinase € expressa. A partiurda concentracdo limiar, a
subtilina atua nas vias SpaRK 20 como um indutansicricional de spaS e spaBTC
resultando na producdo aumentada de subtilinaaM&nos semelhantes de regulacdo sao

descritos também, para a biossintese da nisinasaomdina (STEIN et al., 2003).

2.3.1.2 Subtilosina A

Subtilosina A foi isolada originalmente por Babasat al. (1985) da linhagem
selvagem déBacillus subtilis168, e a sequéncia de aminoacidos incompleteefaiada. A
sequéncia completa foi publicada posteriormenteZba@ng et al. (1999), e uma elucidacéo
adicional foi fornecida por Marx et al. (2001). Behinou-se uma molécula circular de 32
aminoacidos, contendo alguns aminoacidos que sddioanlos pos-transcricionalmente com
trés atomos de enxofre com ligagéo cruzada erditeina e o carborwde duas fenilaminas
e um residuo de treonina, sendo um peptideo deCB4BABASAKI et al., 1985; JACK;
TAGG; RAY; KAWULKA et al., 2004). O operon para adieriocina subtilosina A (Fig. 2) &
composto por oito genealbABCDEFGe sboAcom 7kb (ZHENG et al., 2000). Estudos da
natureza da atividade antilisterial produzidas lpdragens selvagens d& subtilis foram
conduzidos. O gensboA que codifica a bacteriocina subtilosina, e asegedo operon alb
(albA - G séo, respectivamente, gengwiA, ywhR ywhQ ywhP, ywhQ ywhN e ywhM),
funcionam na producéo de atividade antilisteria.pfbdutos dalbB, albC, ealbD atuam na
imunidade da subtilosina. Uma bactéria produzinaa bacteriocina € imune a bacteriocina
especifica que produz (ZHENG et al., 1999; ZHENG@Igt2000). A regulacdo da expressao
do operonsboA-alb € complexa, sendo induzida em culturas de crestoméardio
aparentemente em resposta a inanicao e pela laoitde oxigénio (ZHENG et al., 1999;
NAKANO et al., 2000). Muitos dos fatores que gaaen a expressado dos genes em resposta
a inanicdo e a limitacdo de oxigénio foram idecaifios emB. subtilis (NAKANO et al.,
1996; NAKANO; ZUBER, 1998; NAKANO et al., 2000; ZH\&S et al., 2000). A transcricao

do operonsboA-albé intensamente induzida pela limitacdo de oxigémoum sistema de
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transducdo de sinal ResD-ResE, que desempenhaapel fundamental na respiracéo
anaerobica. Além deste sistema, a proteina regualade estado de transicdo AbrB atua
reprimindo a transcricdo do operon independenteanéatvia ResDResE (INAOKA et al.,
2003). Adicionalmente, Rok, conhecido por ser umguledor do competente
desenvolvimento, reprime a transcricdo de sboAAlh ENBY et al., 2006). Nao se sabe
como esses multiplos fatores de regulagéo refletelme os genes da subtilosina A e seu
papel fisiolégico, mas sabe-se que as condi¢coesstlesse induzem a expressdo do operon
(STRAUCH et al., 2007).

Subtilosina tem uma comprovada eficacia cohtranonocytogenesomo indicado
por diferentes estudos (ZHENG et al., 1999; STHiMIe 2004). Isto demonstra uma opg¢ao
atrativa que deve ser investigada pela industmaeaitar. Shelburne et al. (2007) conduziram
um estudo mais detalhado em relacdo ao espectratidielade antimicrobiana desta
bacteriocina. Seus resultados sugerem que a lwiteritem a capacidade de atuar contra um
amplo espectro de micro-organismos, mas sua iméicéontra organismos capsulados
limitam seu valor pratico. Os autores diminuiranimgoortancia da subtilosina como um
agente antimicrobiano; isto, entretanto, é contingar Sutyak et al. (2008 a) que indicam sua
utilidade contra patégenos vaginais tais co@ardnerella vaginalise Streptococcus
agalactiae

Subtilosina A é sintetizada pd. subtilis bem comoBacillus amyloliquefaciens
(STEIN et al., 2004; SUTYAK et al., 2008 b)Bacillus atrophaeugSTEIN et al., 2004).
Assim, subtilosina A foi considerada Unica devidosau processo de maturacdo e estrutura
molecular incomuns (KAWULKA et al., 2004), que agmi a sua inclusdo como uma
subclasse distinta dentro do sistema de classificagde bacteriocinas ddacillus
(ABRIOUEL et al., 2011).

2.4 BIOSSINTESE E DIVERSIDADE DAS BACTERIOCINAS

Segundo Souza; Silva; Sousa (2005), as bactere¢éra seu processo de sintese
mediado por mecanismos genéticos e desenvolveraciimaletal sobre a célula microbiana
por meio de inlUmeros mecanismos que podem agio tdet forma isolada quanto
concomitantemente, culminando com a morte da céhilerobiana. Além disso, estas
moléculas que sdo produzidas por linhagens bacssri&ram-positiva e Gram-negativa,

quando submetidas a condicbes de estresse, aprasestabilidade ao calor, pH baixo,
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refrigeracdo, congelamento, resisténcia a acidanicgs fracos, sais e enzimas, sendo no
entanto, muito sensiveis a enzimas proteoliticas.

E conhecido que a sintese de bacteriocinas enwplatro diferentes genes: o
responsavel pela producdo do pré-peptideo ou mté+izcina; o responsavel pela producao
da proteina que confere imunidade a célula produtorda producdo das proteinas do
transporte ABC que externalizam a bacteriocinaoe fim, o gene que codifica uma proteina
acessOria, ndo pertencente, mas necessaria pargrecd da bacteriocina. A funcao
especifica desta proteina acessoria, ainda nam@getamente conhecida (NES et al, 1996).

Primeiramente as bacteriocinas sédo sintetizada$ornaa de pré-peptideos ou pré-
bacteriocinas biologicamente inativos que conténa wegiiéncia de 18 a 27 aminoacidos,
apresentando 2 glicinas na regido N-terminal. Agdes dessa sequéncia de aminoacidos sao
de evitar que a bacteriocina seja biologicamenitea atentro da célula produtora e servir
como sinal de reconhecimento para o sistema depwmaie que envolve as proteinas do
transporte ABC e uma proteina acessoria (NES et9816). As duas glicinas presentes na
sequéncia de aminoacidos sdo as responsaveis guelohecimento da pré-bacteriocina no
sistema de transporte. Apés o reconhecimento dpgptideo, a seqiéncia de aminoacidos €
removida, e a bacteriocina, excretada da céluladN@E&MAR et al., 2000).

Quanto a sua producdo, estas substancias podencossideradas metabolitos
primarios, quando sua sintese ocorre na fase erpahéee crescimento, fato este de extrema
importancia para o desenvolvimento do micro-organiprodutor. JA quando séo produzidas
apos a fase de crescimento ativo exponencial, pglasam a ser consideradas metabdlitos
secundarios, ndo sendo vital para o crescimentoiderganismo produtor, embora estejam
envolvidas em processos de manutencdo deste, eermdeido ambiente (DE VUYST,
CALLEWAERT; CRABBE, 1996).

2.5 MECANISMO DE ACAO DAS BACTERIOCINAS

O antagonismo exercido pelas bactérias produtdeasbacteriocinas em outras
bactérias inseridas no mesmo ambiente € definidwocantibiose. Este mecanismo ocorre
guando dois ou mais micro-organismos presentesmieate podem interferir adversamente
no crescimento e na sobrevivéncia de outros. Assxiste uma série de formas que podem
ocasionar este antagonismo, como competicdo polemg#s essenciais, acumulo de D —

aminoacidos, reducdo do potencial de oxidacdo-Bejuglesequilibrio na funcdo da
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membrana plasmatica (afetando a sintese de ereemyigermeabilidade), inibicdo da sintese
de acidos nucléicos, degradacdo ndo especificaNd®d &lular, interferéncia na sintese de
proteinas, clivagem especifica do rRNA 16S e mualargs mecanismos de traducdo da
célula. Ha& ainda algumas linhagens que podem sdBerdas células (RILEY, 1998;
HANCOCK, CHAPPLE, 1999; SOUZA, SILVA; SOUSA, 2005).

Oscaris; Pisabarro (2001) afirmam, no entanto, ajueaioria das bacteriocinas age
formando canais na membrana ou poros transverstn@éerbicamada fosfolipidica, que
destroem o potencial energético das células sessNe entanto, a membrana externa das
bactérias Gram-negativas, impenetraveis a estasdpep, geralmente previne a atividade
antimicrobiana (PAPAGIANNI, 2003). Conforme Desmauzé (1997), além das diferencas
estruturais na membrana citoplasmatica, as bast&ram-negativas possuem membrana
externa que constitui uma barreira fisica que ulific a ligacdo das bacteriocinas na
membrana plasmética. Assim, o acesso da bacteaiaamembrana citoplasmatica constitui a
chave para a atividade.

A acdo biologica das bacteriocinas do tipo colisotrre através de receptores
especificos localizados na superficie da célula;adituacdo em que apos ocorrer a ligacdo a
estes receptores, diversos mecanismos provocanrta deocélula microbiana. Desta forma,
as bacteriocinas constituem poderosas toxinascifisps, que sdo normalmente produzidas
durante a exposicao a alguma linhagem bacteridnamulicoes de estresse e que quando séo
liberadas no ambiente causam rapidamente a eliGonde células microbianas vizinhas sem
imunidade ou nao resistentes (SOUZA; SILVA; SOU3805).

2.6 INDUCAO/ESTIMULO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os micro-organismos utilizam consideravel energaapo desenvolvimento de
mecanismos antimicrobianos e sintese de peptideatefdsa, porém ainda ndo esta claro
como o desenvolvimento destes compostos afetanorasinidades microbianas (RILEY;
WERTZ, 2002). Deste modo, os peptideos antimicrm@godem ter uma relacéo direta com
a defesa e prevencdo de invasdo por outras espkrigscro-organismos dentro do nicho
ocupado ou limitando o avancgo de células vizinhamediagdo do sistenguorum-sensing
tem um papel adicional na possivel explicacdo destecanismos para bactérias Gram-
positivas (MILLER; BASSLER, 2001).
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O mecanismo deurorum sensingmediado por um fator de indugédo (PLNCSIF),
parece estar envolvido neste processo. O fendmemaodd¢do da producao de bacteriocinas
tem sido pouco investigado, mas diversos estudasratam a interferéncia de outros micro-
organismos na sintese de bacteriocinas por batadiao-laticas que sdo reportadas pela
literatura. Inclusive, este mecanismo daorum-sensingpode ser uma estratégia para
aumentar significativamente a sintese de substac@microbianas de origem ndo protéica
ou protéica (bacteriocina) (ROJO-BEZARES et d@D07). No entanto, ha muito poucos
relatos sobre o efeito da competicdo microbianativacdo da sintese de bacteriocinas por

bactérias do génei®acillus.

2.7 PURIFICACAO DE BACTERIOCINAS

Inicialmente, as bacteriocinas eram parcialmentdigadas e caracterizadas por meio
de ensaios utilizando enzimas proteoliticas, pac@raprovacdo de sua natureza protéica.
Atualmente, métodos avancados de purificacdo dieipas tém permitido a descricdo de
muitas bacteriocinas. Entretanto, algumas vezesyificacdo completa de uma bacteriocina
ndo é obtida, nestes casos a utilizacdo do terinst&ncia antagonista do tipo bacteriocina
(BLIS) é mais adequado (JACK; TAGG; RAY995).

A utilizacdo de peptideos antimicrobianos, taracapestudo quanto para aplicacao,
normalmente requer a purificacdo destas substargiasrsas técnicas tém sido empregadas
pelos pesquisadores. Geralmente o0 processo iEc@ a centrifugacdo da cultura para
separar as células do sobrenadante e posterioresrté concentrado através da precipitacdo
com sulfato de aménio (ou outros sais e solventes).etapas posteriores sao utilizados
meétodos cromatograficos como cromatografia de ijeddao, de troca idnica, de interacao
hidrofobica e de fase reversa (SANTOS et al., 199€K; TAGG; RAY, 1995; UTENG et
al., 2002). Também pode ser utilizada a extracéo smlventes organicos. No entanto, apesar
destas técnicas levarem a producdo de preparaddesenate puras, o rendimento final
normalmente € baixo e inferior a 20% (JACK; TAGGR 1995).

Outra estratégia utilizada para a purificacéo alddyiocinas baseia-se na propriedade
da bacteriocina adsorver as células produtoras (FAMDHNSON; RAY, 1992).A técnica
consiste no aquecimento da cultura apds a prodigdxacteriocina, para matar as bactérias,
sendo previamente ajustado o pH, visto que a a@isatgs bacteriocinas sdo dependentes do

pH. Posteriormente deixar-se-ia uma noite a 4Dg agjitacdo magnética, a fim de permitir a
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adsorcao da bacteriocina as células mortas. Eaffs separar as células do sobrenadante,
estas seriam lavadas e suspensas em tampéo adeBoatkriormente, seriam novamente
agitadas sob refrigeracéo para permitir a liberadg@idacteriocina adsorvida, sendo obtido,
assim, o sobrenadante (YILDIRIM; JOHNSON, 1997; AHiRt al., 2001).

N&o existe nenhum método universal para purificaigitas substancias, uma vez que
estas podem diferir substancialmente na sua se@i@m@minoacidos e outras propriedades,
como a carga liquida ou hidrofobicidade. As bact#nas apresentam um tamanho molecular
pequeno e sdo muitas vezes dificeis para sepasacatoponentes de digestdo de proteina,
como peptonas e triptonas, usados em meios deauligtes componentes podem interferir
diretamente na atividade da nisina, por exemplmisihha comercial esta disponivel como
preparacdo em po e nao completamente soluvel. Badques (CLEVELAND;
CHIKINDAS; MONTVILLE, 2002) mostraram haver difereas na atividade da preparacao
comercial de Nisaplin (2,5% nisina) e da nisinaapltles especularam que as proteinas do
leite nas preparacfes vinculadas a nisina, limigamtividade antimicrobiana. Portanto, a
purificacdo parcial ou total de bacteriocina podmentar a sua atividade e desempenho. Os
métodos cromatograficos convencionais empregados prozesso de purificacdo de
bacteriocinas e lipopeptideos propostos na liteaatfieqientemente produzem resultados
satisfatérios apenas em pequena escala. Eles &) apresentam baixo rendimento, muitas
vezes de dificil execucdo e sdo inadequados paeoducao industrial em larga escala
(LOPEZ et al., 2007). Métodos baseados na interhigiofobica cromatografica utilizando
coluna de octil-Sepharose ou butil-Sepharose afisfitesorcéo, sistemas de duas fases
aquosa, podem diminuir potencialmente os custqgridécacao (ARAUZ et al, 2009).

2.8 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

O espectrbmetro de massas € um instrumento quédt@etaterminar a massa molar
de compostos eletricamente carregados, ou iongaprente formados (COLE, 1997). Estes
ions sdo selecionados de acordo com a razdo magsa{/2, sendo m a massa em u
(massa atdmica unificada), definida como 1/12 dasamale um atomo do isétopo d€, o
qual foi designado como 12 u por convencao (GRQ8®).

A espectrometria de massas provou-se uma ferramrmeni®@ Gtil nos campos da
analise de proteinas e de peptideos, bem como alseaproted6mica. Espectrémetros de

massas consistem em trés componentes principaigatamente a fonte, o analisador e o
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detector. A fonte cumpre a fungdo de ionizar asémgas presentes na amostra. Os ions
gerados séo entédo separados em funcdo de suarelagda/cargar/2 e peloanalisadore
detectados peladetector A unidadeThomson[Th] (em homenagem a J. J. Thomson) é
também utilizada, em substituicdo a grandeza adiioeal m/z assim, as unidades Tm®z

sao equivalentes (GROSS, 2011).Em suma, o funciennde um espectrometro de massas
baseia-se na conversdo dos componentes de umaandstumoléculas ionizadas cujuz é
subsequentemente aferido. Os dados séo registaatmmaticamente e podem ser extraidos
para interpretacdo manual ou assistida por computddlEBLER, 2002). Assim,
independentemente do interesse analitico, a espegttia de massas visa a identificacdo de
compostos a partir da massa atbmica de seus comst®t Tal identificacdo pode ser derivada
apenas da informacao da massa molecular do ar@lifeode ser assistida pela verificacao da
abundancia relativa de isotopblogos e/ou pela ag@d da massa de ions resultantes da
fragmentacdo da molécula de interesse (GROSS, 2011)

O principal desafio da espectrometria de massdsiatgoléculas reside na etapa de
ionizacdo, a qual envolve transferir moléculasnadtiate polares de até dezenas ou centenas
de kDa a fase gasosa sem destrui-las. Tal obstémilosuperado por meio do
desenvolvimento de técnicas de ionizacdo branda tmmo a eletronebulizacdo
(electrosprayionization — ESI) e a ionizacao e ales® por laser assistida por matnzafrix-
assisted laser desosption ionizatioMALDI) (STEEN; MANN, 2004).

A combinacéo de fontes de ions com uma variedadmdksadores permitiu que os
instrumentos atingissem niveis de desempenho itésas de sensibilidade, de precisao e de
resolucdo que ha pouco mais de uma década eramsayss para a analise de biomoléculas
(ESCOUBAS, 2006). Os quatro tipos basicos de adi®s empregados na analise
protedmica séo os quadrupolos (Q), os do tipo tedepedo (ime of flight- TOF), os do tipo
armadilha de ionddn trap - IT) e os de ressonancia em ciclotron de iomarstormada de
Fourier Fourier transform ion cyclotron ressonaned-T-ICR). Recentemente, o analisador
do tipo Orbitrap, também baseado na transformagid-alrier, tornou-se o padrdo em
laboratorios de pesquisa bioldégica avancada. Ademaplicam-se instrumentos que
combinam analisadores tais como os quadrupoloseaetaps/6o quadrupole-time of flight
QQqTOF) e os tempo de véo-tempo de vibmég of flight-time of flight TOF-TOF) (GROSS,
2011). A chamada espectrometria de masstendemengloba varias técnicas nas quais ions
sao selecionados com base em ¢z fragmentados e submetidos a uma segunda analise

espectrométrica. Essas técnicas objetivam a adaiség 0 estudo do espectro dos ions
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resultantes da fragmentagc&o de um precursor desste Tais fragmentos estéo relacionados
a estrutura do ion precursor, o que permite a m@tagdo de sua estrutura a partir da
interpretacdo de seu espectro de fragmentacdo. élaméferida como “espectrometria de
massas/espectrometria de massas”, a espectroghetn@ssas tandemé, por esse motivo,
designada como MS/MS ou MS2 (LIEBLER, 2002; GRO2811). Um instrumento
desenhado para realizar experimentos MS/MS prémisacorporado ao menos dois estagios
de andlise espectrométrica, configurados segunchmoeito MS/MS no espaco ou MS/MS
no tempo.

O desafio representado pela interpretacdo de espeMS/MS de peptideos é
grandemente aumentado quando ndo se possuem quaisfpumacdes prévias sobre sua
sequéncia de aminoacidos, i.e., sequenciamentowe (RAPAYANNOPOULOS, 1995). A
interpretacdo de novo ainda ndo pode ser realidadmaneira confiavel por recursos de
software sendo ainda uma tarefa que requer o esforco ‘atade especialistas (STEEN;
MANN, 2004). Em todos os casos, 0 sucesso do segirento de novo criticamente
depende da qualidade dos dados adquiridos, tanteremos de acuracia e resolucao, quanto
em relacdo a riqueza de informacéo (i.e., ionsatgrfentos) contida em um espectro MS/MS
(STEEN; MANN, 2004). O sequenciamento de peptigeosMS/MS torna-se um problema
de mais simples solu¢do quando a interpretacd@descde convertida a uma tarefa de busca
por emparelhamento em banco de dados. Isso seateV@o de que apenas uma fracao
infinitesimal das sequéncias peptidicas possivasre na natureza. Ademais, ainda que um
espectro de fragmentagdo possua informacdes imsuBs para que a partir dele seja
determinada a sequéncia de aminoécidos complede, @ver informagdes que permitam seu
emparelhamento com uma molécula em um banco des&i&EN; MANN, 2004). Outra
limitacdo dessa abordagem em relacdo ao sequemt@ame novo reside no fato de que a
primeira € passivel de ser realizada principalmeate identificar peptideos oriundos de
organismos gque tiveram seu genoma sequienciadopde que todos os peptideos possiveis
sejam conhecidos. Em menor grau, também sao aesssiv proteomas de organismos ja
submetidos a estudos transcriptdmicos, bem commaisomas de organismos cujos genes
possuam grande similaridade aos de organismos oformiacdes genéticas disponiveis
(STEEN; MANN, 2004). A interpretacdo de espectroS/MS consiste principalmente em
assinalar diferencas de massa entre ions de fragsnabundantes resultantes clivagens ao
longo da cadeia peptidica (PAPAYANNOPOULOQOS, 1995).
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2.9 BIOSSURFACTANTES

Além das bacteriocinas os bacilos também podemupnmodurfactantes, melhor
denominados como biossurfactantes, por terem origgernobiana. S&o caracterizados por
serem moléculas anfipaticas que reduzem a tengderfieinl de um liquido, a tenséo
interfacial entre dois liquidos ou aquela entre liqnido e um soélido. Os surfactantes séo
compostos organicos que contém caracteristicanaite grupos hidrofébicos (caudas) e
grupos hidrofilicos (cabecas). Assim, uma molécd&a surfactante contém tanto um
componente insolivel em agua (e o componente dodivedleo) e um componente sollvel
em agua. Biossurfatantes englobam as propriedadeslidinuir a tensdo superficial,
promovendo a estabilizacdo de emulsbes e a formagdespuma e sdo geralmente néo-
toxicos e biodegradaveis (BANAT et al.,, 2000; SAHMR SAHU; SHARMA, 2011).
Interesse em surfactantes microbianos tem sidagssiyamente crescente nos ultimos anos
devido a sua diversidade, baixa  toxicidade, naturezecologica e
biodegradabilidade,biocompatibilidade, digestilzitié, possibilidade de producdo em larga
escala, seletividade e desempenho em circunstaekteesmas (como em altos valores de
temperatura, pH e salinidade) (SAHARAN; SAHU; SHARMO011).

Moléculas biossurfactantes possuem um potencial $&r usada em diversos setores
da industria, como a de cosmeéticos, produtos fakotamoms, agentes humectantes,
conservantes de alimentos e de detergentes (MEZBVEDO, 2008; SAHARAN; SAHU;
SHARMA, 2011). No entanto, atualmente, a produgdbidsurfactantes é muito cara devido
ao uso de meios de cultura sintéticos. Portant@ omaior énfase estd sendo dada sobre a
utilizagdo de diversos substratos agroindustriaés,qonstituem matérias-primas de valor
econdmico bastante baixo e facilmente disponiveiggendes quantidades, incluindo 6leos
vegetais e residuos agroindustriais, como leitdago, soja, gordura animal e amido. Estes
residuos podem ser utilizados como substratos pamoducdo em grande escala de
biosurfactantes com tecnologia de ponta (ILORI let 2005; MELO; AZEVEDO, 2008;
SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011; WINTERBURN; MARTIN, 202).

Os biossurfactantes de origem microbiana tém sedonhecidos como substitutos
parcais ou totais dos surfactantes sintéticos,cseonsiderados com caracteristicas superiores
aos sintéticos na industria petroleira e de OI&BCGHA et al., 1992; MULLIGAN, 2005).
(ILORI et al.,, 2005; MULLIGAN, 2005). Entretanto,tta 0 momento, apenas alguns

biossurfactantes estdo sendo utilizados comerciénenas ainda incapazes de compertir
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economicamente no mercado com 0s sintetizados camente, devido aos altos custos de
producdo. Neste contexto, os biossurfactantes aggl@sentam um desafio em relagdo ao
conhecimento de novas espécies potencialmente tpradu métodos de analise, extracao,
purificacdo e otimizacdo da producdo. Progressostasieareas podem aumentar a
competitividade econémica destas biomoléculas (R®€Hal., 1992; MULLIGAN, 2005).

Muitas pesquisas tém sido realizadas no intuitoddeerminar como 0S micro-
organismos interagem com compostos organicos ldbliads. Os biossurfactantes tém sido
freqientemente citados como um mecanismo pelo @giahicro-organismos aumentam seu
acesso a substratos pouco sollveis sendo trardgrtanto passivamente como ativamente,
0 composto apolar para o interior da célula (VANMME et al., 2006).Assim,a producao de
biossurfactantes constitui um mecanismo comum @e& os micro-organismos lidam com
os desafios relacionados as interfaces (VAN HAMNIEI g 2006).

A propriedade conferida a todo surfactante é atmlmlidade em reduzir a tenséo
superficial em um meio liquido. Por exemplo, a aglestilada apresenta uma tensao
superficial de 73 mM . Nos Gltimos anos, biomoléculas de origem micnabieapazes de
reduzir este valor para valores tdo baixos commROm*tém sido descritas (WILLUMSEN;
KARLSON, 1997; MAIER, 2003; MULLIGAN, 2005).

Vérias espécies de micro-organismos sdo conhepatgsroduzirem diversos tipos de
biossurfactantes, alguns disponiveis comercialmeot® a surfactina produzida @acillus
subtilis, o emulsan produzido pdkcinetobacter calcoaceticUlBAG1 e um ramonolipideo
produzido poPseudomonas aeruginoODOUR; MAIER, 2002).

2.9.1 Biossurfactantes e bhioemulsificantes

Os biossurfactantes apresentam aplicacfes no nircrobiano por possuirem
propriedades antifingica, antibacteriana, antimapa e atividade antiviral. Também tem
sido utilizado para a transfeccdo de genes, cayanties para as imunoglobulinas de ligacao,
como adjuvantes para antigenos, como inibidoreségulo de fibrina e como ativadores de
lise do coagulo de fibrina. Ademais, podem serizaiilas no controle de biofilmes em
diversos tipos de materiais, incluindo cateteragediciese outros materiais médicos
insercionaispor apresentarem propriedades antiade6SINGH; CAMEOTRA, 2004). Eles
também podem ser usados em imunoterapia pulmoniaicagporados em preparacoes
probioticas para combater as infec¢des do tratgamital (SINGH; CAMEOTRA, 2004).
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Os biossurfactantes podem ser divididos em duaga@aas em funcdo da massa
molecular. Os surfactantes de baixa massa moleaptasentam a propriedade de diminuir a
tensdo superficial, quando presentes em mei0o aquosdo chamados de
biossurfactantes,lipopeptidios e glicolipidiosodae alta massa molecular sdo denominados
bioemulsificantes(agentes de superficie ativa tte @dso molecular) (RON; ROSENBERG,
2001; SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011). Os biossurfactassao divididos ainda emseis
classes: acidos graxos hidroxiladosereticulado dé&onicolicos), glicolipidos,
lipopolissacarideos, lipoproteinas/lipopeptideosfdiipidios e propria superficie da célula
completa (SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011).

Uma emulsdo € uma mistura estavel de dois liquidosstituindo-se em uma
dispersao coloidal de goticulas de um liquido eftnoows bioemulsificantes, considerados
uma subclasse dos surfactantes, estabilizam dissede um liquido em outro, como por
exemplo, as emulsdes de 6leo em agua (RON; ROSESBERRO01). Normalmente, uma
mistura de Oleo em agua forma fases separadasetantr se a mistura é agitada
vigorosamente, o Oleo vai se dispersar na fasesagu®e a agitacdo cessar, as fases se
separam rapidamente. Quando se adiciona um biodcarise, € obtida uma mistura estavel
ou uma emulsdo. Para a formacao de gotas de oOléguaaé preciso que o emulsificante seja
soluvel em 4gua e a porcdo hidrofébica do bioefficdsite serda adsorvida na fase oleosa
dispersa e a porcéo hidrofobica ficara na interfAsestabilidade da emulséo é garantida pela
formacdo de filmes na superficie das goticulaslele ida fase aquosa, que tende a se manter
por longos periodos, refletindo a efetividade dmebiulsificante. Logo, ocorrerd a formagéo
de uma gota de 6leo carregada na superficie e gaov@ repulsao das goticulas carregadas
semelhantemente, o que evita a coalescéncia ereoafeestabilidade da emulsdo. As
emulsdes representam uma grande area interfagal fermam a medida que a tenséo é
reduzida, e a estabilidade dependera da natureemndtsificante e das condicbes do meio
(MAIER, 2003).

Os biosurfantantes e bioemulsificantes séo saatétis por bactérias, leveduras e
fungos filamentosos durante o crescimento em difesefontes de carbono desde substancias
hidrofilicas como a glicose até substratos hidrigfgd como hidrocarbonetos (NITSCHKE;
PASTORE, 2002; MULLIGAN, 2005). O principal pap&iblogico dos biosurfantantes é o
fato de permitirem que micro-organismos crescamsabstratos imisciveis em agua, pela
reducdo da tenséo superficial, tornando-os majgodiseis para a captacdo e metabolismo
(MELO; AZEVEDO, 2008).
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Alguns autores relatam a reducéo da tensao scipédo meio na fase exponencial de
crescimento (WILLUMSEN; KARLSON, 1997) e muitos mg apresentam apenas na fase
estacionaria, sendo considerado por muitos autam@® metabolitos secundarios (PRUTHI;
CAMEOTRA, 2003; TAHZIBI et al., 2004). Os bioemdisantes sdo geralmente produzidos
quando as culturas atingem a fase estacionariarelecimento. Em varios casos foi
demonstrado que a producdo de emulsificantes ishlpor sinais moleculares envolvendo
guorum-sensingEsta caracteristica regulatoria parece ser gepabeavelmente se aplica a
producdo de emulsificantes ou compostos tensoatigadta e baixamassa molecular (RON;
ROSEMBERG, 2001).

2.9.2 Biossintese e producao de biossurfactantes

A sintese dos lipopeptideos microbianos envolvéivddade das enzimas peptideos
sintetases nado-ribossomais (NRPSs), de estrutudalaroformada por mdultiplos dominios
cataliticos. Ha trés dominios em NRPSs cada umao aoma funcéo diferente que inclui
adenilacdo (dominio A), condensacédo (dominio Cjpesterase (TE) (MITCHELL, et al.,
2012).

Variagfes em determinados aminoacidos e acido®g@dxrante a biossintese podem
propiciar uma vasta gama de biomoléculas difereriistas moléculas podem apresentar
diferencas na composicdo de aminoacidos e na uwstrutpodendo ser lineares
(DESJARDINE et al., 2007) ou ciclicos (SCHNEIDERaet2009) e também na composi¢ao
e tamanho da cadeia de acidos graxos (DESJARDINE, @007; SCHNEIDER et al. 2009).

O entendimento da estrutura e dos mecanismos dga¢dg para a excrecao de
biossurfactantes constituium dos pontos chave padasenvolvimento de métodos mais
baratos para a producdo em escala industrial, @pac@ade de competir comercialmente
com os surfactantes sintéticos (SULLIVAN, 1998).iA®rmacd6es sobre sintese, regulagéo e
genética da producdo de biossurfactantes sédo edstiitas e, em alguns casos, até mesmo
incompletas (RON; ROSEMBERG, 2001).

Os métodos mais usados para aumentar a producabdtied consistem de selecéo
de estirpes, mutagénese, manipulacédo de fatoregertanb e nutricionais e manipulagéo
genética (IQBAL et al.,, 1995). Amaioria dos biofaarantes € de alta massa molecular,
normalmente produzida sob condicbes altamente iasréd sendo predominantemente

lipideos e sua biossintese se promove em baixa@ssnéde nitrogénio (KOSARIC, 1992).
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Ainda, alguns dos surfactantes produzidos por rocganismos Sao constitutivos, mas
outros requerem a presenca de substratos especifiomo os alcanos, para induzirem a
sintese. Entretanto, varios autores constataranodug@io de biossurfactantes em meios de
cultura contendo outras fontes de carbono, quehmdmcarbonetos (ZHANG; MILLER,
1992). Em certos casos, a sintese dos biossurfestameprimida catabolicamente por glicose
ou outros metabdlitos primarios (REDDY et al., 1983

O tipo, propriedades e quantidade do biossurfaetsfiv influenciados pela natureza
do substrato carbonado, a concentracdo de N, PF®lg@ Mn no meio e as condi¢cdes de
cultura, tais como pH, temperatura, agitacdo e t@eadiluicio em culturas continuas
(COOPER 1986; GUERRA-SANTOS et al., 1984).

Além dos substratos, a relacdo carbono-fosfato (@RE=SANTOS et al., 1984) e a
adicdo de alguns antibidticos, como penicilina eraienicol (SYLDATK et al., 1985)
também podem aumentar a sintese, bem como cétioltisalentes, embora outros autores
relatem o aumento da producao pela adicdo deatidnogliamino tetra-acético (EDTA) que
tem a capacidade de complexar tais cations (REE., 004).

A partir da selecdo de micro-organismos produtdeesurfactantes e do estudo das
condi¢cdes necessérias para sua producdo, poddisar ap melhoramento genético para
otimizar o potencial para a producdo de biosswafdaes, ou as suas propriedades. Como
exemplo, a modificacdo por engenharia genéticandena surfactina sintetase, Besubtilis,
resultou na obtencdo de umbiossurfactante com datieéi antimicrobiana aumentada
(SYMMANK et al., 2002). Assim, o futuro das apliéas destas moléculas serd determinado
pelo custo dos processos de producdo e isolameis, € necessario que sejam
economicamente viaveis, como ja afirmado anteriate{f!ELO; AZEVEDO, 2008).

2.9.3 Classificacéo dos biossurfactantes e bioemifitsantes

Os biossurfactantes e bioemulficantes sao considerama classe de surfactantes
naturais, sendo que os surfactantes sintéticogladsificados pela natureza do grupo polar,
enquanto que os biossurfactantes sdo diferencigelasnatureza quimica da biomolécula e
pela espécie microbiana produtora. Deste modoudactantes microbianos sdo moléculas
complexas com uma grande diversidade de estrutywasicas. Embora a producdo de
biossurfactantes ocorra entre os diferentes grupmsobianos, muitas vezes o tipo de

biossurfactante produzido é especifico do géneas eezes, da espécie (MAIER, 2002).
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Os principais biossurfactantes, como mencionadoerianinente incluemos
glicolipideos, os lipopetideos e lipoproteinasfosfolipideos e acidos graxos, os polimeros e
os biossurfactantes particulados (MELO; AZEVEDQ)&0

O géneroBacillus se destaca pela producdo de lipopeptideos e ai@ghésubtilis
tem uma média de 4-5% do seu genoma relacionadsaide antibioticos, possuindo assim
potencial para produzir mais de duas dizias de ostop antimicrobianos estruturalmente
diversos, incluindo os lipopeptideos ciclicos (ldas)familias surfactina, iturina e fengicina
(ou plipastatina) (STEIN, 2005).

2.9.4 Lipopetideos

Lipopeptideos sdo moléculas de baixa massa motefotmmados por peptideos
ciclicos ou lineares e curtos ligados a um anel cannda lipidica ou a outra molécula
lipofilica (ARNUSCH et al, 2012). Recentemente eisos lipopeptideos foram
caracterizados mostrando atividades surfactanteésniarobianas e citotoxicas(MANDAL;
BARBOSA; FRANCO, 2013). As propriedades dessastanbgs permitem aplicacbes nas
mais diversas areas incluindo a industria farmac@iftomo antibidticos convencionais); a
indUstria cosmética e dermatolégica (produtos copngdades surfactantes, emulsificantes e
anti-rugas); na industria de alimentos (emulsifieah e naarea ambiental e médica
(MANDAL; BARBOSA; FRANCO, 2013).

O primeiro lipopeptideo descoberto foi a polimixiAaisolada em 1949 de uma
bactéria do solo denominadacillus polymyxa, maa biossintese desta molécula tém sido
encontrada em diversos outros géneros bacteriarohgindo Actinoplanus, Brevibacillus,
Lyngbya, Streptomyces, Tolypothmespecialmenteseudomonas Streptomycebem como
em algumas espécies de fungos, cohspergillus nidulans(MANDAL; BARBOSA;
FRANCO et al. 2013, (RAAIJMAKERS et al., 2010).Ragtrmente, outros lipopeptideos
sintetizados por Bacillus spp. foram descritos como as surfactinas, ituriras
fengicinas(MANDAL; BARBOSA; FRANCO et al. 2013Yodas estas fontes naturais de
lipopeptideos possibilitam que haja uma enormersidade de estruturas que refletem em
diversos modos de acao (TALLY et al., 1999)
2.9.4.1 Surfactina
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Surfactina (srf) foi isolada pela primeira vez gepesquisadores Arima, Kakinuma e
Tamura,(1968) e a sua estrutura foi confirmada Kakinuma et al. (1969) como um
lipopeptideo ciclico em que um &cido grgxbidroxilado esta ligado a uma sequéncia de sete
amino acidos por um grupo amida e uma ligacao actd massa molecular de 1050 Da foi
determinada por Arima;Kakinuma; Tamura, (1968)iduifa 2 apresenta a estrutura primaria

das surfactinas.

Surfactin L.|?|e c

1 2 3 4 5 6 Lval B
Cw.ﬂ('lJHCHzCO—L-GIu—L-Lau ==D-L QUL -Val—L-Asp=D-Leu=—L-Leu A

o |

Figura 2. Estruturas primarias das surfactinas (srf) Ae EE. A srf contém um &cido graxo b-
hidroxilado ligado covalentemente por uma ligagdida ao um heptapeptideo e por uma lactona. O
heptapeptideo € composto por residuos dos aminsdcasequencia indicada: acido glutamico (Glu),
leucina (Leu), leucina (Leu), valina (Val) e &cidspartico (Asp); o residuo na posicao 7 é variavel,
sendo Leu, Val ou isoleucina (lle) para srf A, Bré srf C, respectivamente. Fonte VATER et al.,
2002.

A surfactina pode ser constituida de uma misturasdformas, cuja diferenciacao
ocorre devido a substituicdo nos residuos de amithmana cadeia peptidica ou pelo
comprimento e ramificagdo do &cido graxo (KOWALLakt 1998). A classificacdo em srf A,
srf B ou srf C é feita de acordo com o residuordmaacido presente na posicédo 7 (Leu, Val
ou lle). O acido graxo varia de 12 a 16 unidadesatbono (KAKINUMA et al.,1969;
KOWALL et al., 1998; VATER et al., 2002).

Surfactina ou variantes estreitamente relacionada® lichenisina foram isolados a
partir deB. subtilis(ARIMA; KAKINUMA; TAMURA, 1968), B. coagulangfHUSZCZA,;
BURCZYK, 2006),B. pumiluse B. licheniformis(PEYPOUX, 1999)B. amyloliquefacines
(CALDEIRA et al., 2011) 8. mojavensi$BACON et al., 2012).

A surfactina é uma dos mais poderosos biossurfistaionhecidos e exibe atividade
de superficie elevada (COOPER et al., 1981), cdpaeduzir a tenséo superficial da agua de
72 para 27,9 mN th (ARIMA et al., 1968), além de apresentar menora®res de
concentracdo micelar critica (CMC) quando compai@adautros biossurfactantes e alguns
surfactantes sintéticos (COOPER et al., 1981, Kivhle 1997). Possuem aindadiversas
fungBes bioldgicas incluindoatividade antibactesignantifingica (VATER, 1986), atividade
hemolitica (BERNHEIMER; AVIGAD, 1970), atividade tanral (VOLLENBROICH et al.,
1997 b), atividade antitumoral (KAMEDA et al, 1974ntimicoplasma (MADAN et al.,
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2001), inibidora da formacdo de coagulos de fibrFdKUCHI; HASUMI,2002), e
propriedades ion6foras e sequestrantes (THIMONL,e€1293). Pode ser usada também como
veiculo para administracdo de drogas via pulmohBJSSAIN et al.; 2004).Ha estudos
relatando a inibicAo de micro-organismos coménterococcus faecal&TCC
2912,Lactococcus garviakCCM 40698,Streptococcus parauberi3SM 6631 Flexibacter
tractuosusATCC23168\Vibrio harveylATCC 14126 (KIM et al., 2009) d.isteria
monocytogene®9/287RB6 (SABATE; AUDISIO, 2013). Essas funcBesacterizam a
surfactina como molécula biologicamente ativa.

Com relacdo as aplicacdes na agricultura, a suréasbzinha ndo inibe o crescimento
de agentes fitopatogénicos mas acredita-se que ndansggnificativamente a atividade
antifingica da iturina A, através de uma relac@ergistica (MAGET-DANA et al., 1992;
COUTTE et al., 2010), provavelmente devido a a#dl citolitica da surfactina, ligada a sua
potente propriedade surfactante, que enfraquecerabnana celular e facilita o ataque da
iturina A (MAGET-DANA et al., 1992). Embora a swfma tenha sido descoberta ha
aproximadamente 35 anos atras, houve um aumenixanesse por este composto na década
passada, provocada pela demanda crescente pourbactantes eficazes, antimicrobianos,
anti-virais, anti-tumorais e agentes hemolitico® QPER et al., 1981; HSIEH et al., 2004;
ONGENA et al.,, 2007; KIM et al.,, 2009). Até agompesar das muitas vantagens da
surfactina sobre os agentes quimicos sintéticts,lipppeptideo tem tido poucas aplicacoes,
principalmente devido a baixa producdo da linhagedea necessidade de substratos caros
para a producéo (DESAI, BANAT, 1997; PEYPOUX et, d999; KIM et al., 2010).
Entretanto, diversos grupos tem sugerido o ussubstratos alternativos como a manipueira
para a diminuir o custo de producdo da surfactD@Q@PER et al., 1981; PEYPOUX;
BONMARTIN; WALLACH, 1999; NITSCHKE; PASTORE, 2006).

As propriedades da surfactina constituema base paexplicacdo de sua acao
anticarcinogénica, tendo sido proposto que a dimtadem a capacidade de, ao atingir o
interior da célula, promover ruptura da membrarssmphtica (HAFENBURG et al., 1986).
Esta substancia mostrou também atividade antitunuanaira células com carcinoma de
Ehrlich (NITSCHKE et al., 2004), atividade antipfetativa em experimentos com células
dos canceres de ovario, renal, de préstata, de,cdopulmdo, de mama e melanoma bem
como atividade citostéatica e citotoxica a todosarsinomas investigados (COSTA, 2005).

Estudos genéticos visando a identificacdo dos gemeslvidos na producédo da

surfactina mostraram o envolvimento do opesdA de 25 kb, igualmente responsavel pela
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esporulacdo e fendtipo de competéncia (NAKANO!.et1891) e do gensfp (NAKANO et
al., 1992). Este gene estd mapeado a 4ldinstreamdo operonsrfAesua sequéncia de
nucleotideos foi estabelecida por Nakano et aB&)L9

A biossintese da surfactina € catalisada nao wessnente pela acdo de um grande
complexo multienzimético constituido de quatro beenodulares, chamados de surfactina
sintetase. As surfactinas sintetases, SrfAA, SrfA-8rfA-C, sdo codificadas pelos primeiros
trés genes do operanfA (SCHNEIDER et al., 1998). Tem sido sugerido qugenesfp
tenha um papel regulador assim como um papel magtodna sintese da surfactina
(NAKANO et al., 1992; TSUGE et al., 1999). A sirdata surfactina é dependente da fase de
crescimento, e é induzida durante a transicdog#&ase estacionaria. A transcricdo do operon
srf € conduzida por um promotor sigma A-dependentegalado por uma complexa rede,
incluindo o sistema de dois componentes, ComAP (AKNR et al., 1991; ROGGIANI;
DUBNAU, 1993; STEIN, 2005; CHEN et al., 2009). Carfosforilada liga-se a montante do
operon de surfactina e induz sua expresséo. ParRepressor geral da regulagéo de estresse
por peréxido mostrou regular o operosrf de forma positiva e independente de ComA
(HAYASHI et al., 2005). Em contraste, CodY, um rieglor global GTP ativado, atua como
um repressor direto em condi¢des de abundancialPBO5; CHEN et al., 2009).

2.9.4.2 lturinas

O grupo das iturinas compreende lipopeptideoscolconstituido por um peptideo
contendo sete residuos @@aminoacidos formando um anel ciclico por meioedg éo entre o
grupo amino do acido graxo com o grupo carboxilpalgdo C-terminal do aminoécido por
uma porcdo de acido grax@-amino ligados por ligacbes de amida aos residums d
aminoacidos constituintes. O grupo é constituid@selipopetideos iturina A, C, D e E
(BESSON; MICHEL, 1987), bacilomicina D (PEYPOUXat 1984), F (MHAMMEDI et al.
1982) e L (PEYPOUX et al. 1984), bacilopeptina (KRAURA et al. 1995) e micosubtilina
(PEYPOUKX et al. 1986), os quais compartilham emwm uma sequéncia (D-Tyr e D-Asn
nas posicdo 2 e 3, respectivamente) e mostramc@agapara as outras quatro posicoes
(MAGET-DANA; PEYPOUX, 1994). A estrutura primariasl iturinas € mostrada na figura
2.

Iturina A € um lipopeptideo ciclico contendo sedsiduos dea-aminoacidos e um

residuo de umB-aminoacido com cadeia lateral sintetizado ndossbmalmente, com massa
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molecular de 1042 Da, aproximadamente (MAGET-DANRAYPOUX, 1994; GRAU et al.,
2000). A itu A difere da itu C pelo residuo de andicido na posicdo 1: asparagina (Asn) e

acido aspartico (Asp), respetivamente. A figuradsima a estrutura primaria das itu A e itu C.

Iturin 1 2 3 4 5 6 7
L-Asp c
Ciras Ci:HCHZCO— L-AsSn —p-Tyr—D-Asn— L-GIn —L-Pro —p-Asn—1-Ser A

HN

Figura 3. Estruturas primarias das iturinas (itu) A e C.itiscontem um acido graxo b-amino ligado
covalentemente por uma ligacdo amida ao heptageptigor uma ligacdo lactama. O heptapeptideo
€ composto por residuos dos aminoacidos na sequer@m a mesma quiralidade indicada: posi¢éo
1 é variavel, podendo conter asparagina (Asn) @doaaspartico (Asp), para itu A e itu C,
respectivamente, tirosina (Tyr), glutamina (Glrplima (Pro) e serina (Ser). Fonte VATER et al.,
2002, modificado.

O operon deste peptideo compreende uma regid@rogimadamente 38 kb e é
composta de quatro fases aberta de leittuB;, ituA, ituB eituC. O gendtuD codifica uma
malonil CoA transacilase, cujo rompimento do geoedcaz a deficiéncia especifica na
producdo da iturina A. Os genisB e ituC, codificam peptideos sintetases que sintetizam
cadeias peptidicas precursoras para a formacasuda(YAO et al., 2003). Evidéncias
demonstram que a expressdo desta bacteriocina uzidaddurante a fase estacionaria
(DUITMAN et al., 1999). Trés reguladores globdegU, DegQ, ComA e os fatores sigma
B (cB) e H ©H) foram identificados por atuarem de forma poaitna ativacao transcricional
do promotor itu (Pitu). O controle direto sobreuPé& exercida por DegU, que ocupa dois
locais distintos no promotor (KOUMOUTSI et al., ZO@CHEN et al., 2009). Em contraste,
ComA controla a expresséao indireta do operon atraeéDegQ, que serve como um fator
auxiliar para DegU. ComA € um regulador de genesodepeténcia tardia (GUILLEN et al.,
1989) e da producado de surfactina (SHIMANE; OGURB04). DegU é um regulador de
resposta de um sistema que controla muitos prosessolares, incluindo desenvolvimento
de competéncias, capacidade de resposta osmotieagacadeamento de reacdes pos-fase de
crescimento exponencial em condigdes limitanteE(5Et al., 2003; KOUMOUTSI et al.,
2007).

Este lipopeptideo demonstra uma atividade antiimgom um espectro amplo de
acdo, o que a torna um agente de controle biolguitencialmente ideal com o objetivo de
reduzir o uso de antifingicos quimicos na agricalt(SANDRIN et al.,1990; MAGET-
DANA; PEYPOUX, 1994; YU et al., 2002; STEIN, 2005RREBOLA et al., 2010). De fato,

a atividade antifungica de.Bubtilis pode ser atribuida, em grande parte, a produedo d
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iturina A (ARREBOLA et al.,, 2010). Além dissojamgens clinicas em seres humanos e
animais igualmente mostraram iturina A sendo unogalvaliosa devida seu amplo espectro
antifungico, baixa toxicidade, e baixo efeito aiéog DE LUCCA; WALSH, 1999; MAGET-
DANA; PEYPOUX, 1994; YAO et al., 2003; KIM et al2010). Estudos sobre seu
mecanismo de acdo mostram que a mesma se comportawma molécula anfifilica nao-
ibnica que tem como sitio alvo estruturas fosfdigds e esterdis. Desta forma, induz a
abertura de canais i6nicos nas membranas de céelfdsngos e leveduras, aumentando a
permeabilidade e condutancia a ions, principalméfiteo que causa um desequilibrio
eletroquimico entre os meios intra e extracelNAGET-DANA; PEYPOUX, 1994; GRAU

et al., 2000; SINGH; CAMEOTRA, 2004). Apesar de tasivantagens destelipopeptideo
sobre agentes quimicos, iturina A tem tido pougalgcacdes até o presente momento,
principalmente por causa da baixa produtividadeog clstos de producédo relativamente
elevados (SZCZECH; SHODA, 2006; YU et al., 2002).

A producao de iturina parece ser restrita. aubtilis(BONMATIN et al., 2003) eB.
amyloliquefaciens(KOUMOUTSI et al., 2004) e ha relatos de atividadéitoria de
crecismento contra diveras espécies de fungosimadirusarium oxysporuniYUAN et al.,
2012).

2.9.4.2.1 Micosubtilina

Micosubtilina é um potente lipopeptideo antifingdz familia da iturina sintetizado
por um numero limitado ddacillus subtilis (BESSON et al., 1978) @&acillus spp.
Micosubtilina é composta de um péptido ciclico d&e saminoacidos ligados por um anel
lactama de um &acido grageamino de cadeia de comprimento variavel (isto¥y € C17) e
isoformas (N-, iso-e anteiso-). A estrutura primda micosubtilina € mostrada na figura 3. A
atividade antifungica de micosubtilina foi demoadt estar relacionada com o comprimento
do componente de acido graxo e com a sua isonmfelimssintese deste composto é mediada
por um complexo modular multienzimatico e as sades de peptideos chamado
“mecanismos n&o ribossomais” (PNR) (BECHET et240)13).Bacillus produtores de multi-
lipopeptideos foram descritos especialmente Bammyloliquefacien(KOUMOUTSI et al.,
2004) e a ocorréncia de linhagens que produzemahaiente apenas micosubtilina nao foi
relatada até agora. Notavelmente, esta substé@néia jelatada com atividade antibacteriana
também contra a bactéméicrococcus luteu$PEYPOUX et al., 1979).
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Mycosubtilin
1 2 3 4 5 6 7

C13.14 CHCH;CO —L-ASn—D-Tyr—0-Asn=— L-GlIn— L-Pro—p-Ser—L-Asn
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Figura 4. Estrutura primaria da micosubtilina (mic) o hgyeatideo composto por asparagina (Asn),
tirosina (Tyr), glutamina (GIn), prolina (Pro) eisa (Ser). Fonte VATER et al., 2002.

2.9.4.2 Bacilomicina

Bacilomicina D e bacilomicina L s&o lipopeptideatilzioticos isolados a partir de
linhagens ddacillussubtilis(LANDY et al., 1948). Sua determinacéo estrutpa métodos
guimicos indicaram que consistem de um heptapépligedo a uma cadeia do 3-aminoacido
lipossoluvel (PEYPOUX et al., 1981). Entre os araridos das porc¢des peptidicas residuos
de aspartato, aspartila, glutamato, asparaginglataninila foram encontrados (PEYPOUX,
et al., 1984).

De acordo com a sua composi¢cdo de aminoacidos,npae divididos em dois
grupos. Bacilomicina D e bacilomicina L sdo caraztelas pela presenca de residuos L-Glu
na posicao 5, mas diferem pelo seu aminoacido siggm4, que € L-Pro em bacilomicina D
e L-Ser em bacilomicina L (NASIR; BESSON, 2012).

A Bacilomicina D foi descoberta em 1950 por Raulhiek e Dostrovsky, por conta de
suas fortes atividades contra dermatdfitos (RAUBIHEK; DOSTROVSKY, 1950) e
também tem consideravel atividade comtspergillus flavusndicando que a bacilomicina D
pode ser um conservante potencial para a alimesitacdo armazenadas (ZHANG, 2008).
Também se demostrou atividade, devida a esta swgismtana inibicdo deSclerotinia
sclerotiorum (KUMAR et al., 2012).Alguns anos mais tarde, estenposto anti-fingico,
produzido pomBacillus subtilis foi mostrado como pertencente aos lipopeptidaotachilia
iturina (PEYPOUX et al., 1980) e sua sequénciandie@écidos foi determinada (KUMAR et
al., 2012). Estes lipopéptidos séo caracterizadoum heptapeptideo, com a configuracao-
aminoacido LDDLLDL, ciclizados num anel com um dacidyraxo b-amino (BAA)
(HOURDOWU et al., 1989). Todos contém a sequénciandimoacidos BAA-L-Asn-D-Tir-D-
Asn. Apesar de muitos trabalhos realizados no difteanto dos mecanismos moleculares da
atividade biologica de outros lipoptideos da faanda iturina (MAGET-DANA, PEYPOUX,
1994), ha limitados estudos sobre a interac¢ca@ditomicina D com a membrana plasmética
das células (TABBENE et al., 20L& a comparacdo de sua atividade hemolitica code os
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outros lipopeptideos da familia das iturinas nd® permitem determinar uma regra baseada
na composicao dos lipopeptideos diferentes.

A Bacilomycina L, um lipopeptideo iturinico naturgdroduzida por Bacillus
amyloliquefaciensé caracterizado por uma forte atividade antiféagiontra uma variedade
de fungos filamentosos agronomicamente importambesjindo Rhizoctonia solanKihn.
Estudos recentes sobre a funcao da permeabilisiaca@mbrana na atividade antimicrobiana
de bacilomicina L contra fungos patogénicos demmaresih que a atividade antifingica de
bacilomicina L pode ndo ser apenas uma consequéaciermeabilizacdo da membrana
fungica, mas relacionada com a interacdo dela dows antracelulares (ZHANG, et al.,
2013).

Bacillomycin 1 5 3 A . 6 ,
L-Asn L-Pro  L-Glu D-Ser D

L-Asn L-Gln L-Pro D-Asn F

Cyy.43 CHCH,CO = L-Asp— D-Tyr— D-Asn— L-Ser— L-GIn—D-Ser—-Thr L

HN

Figura 5. Estrutura priméria das bacilomicinas D, F e L trsas variagbes dos residuos de
aminoacidos do heptapeptideo nas posi¢oes lg 4, S0s residuos nas posi¢des 2, 3 e 7 s&o comuns:
tirosina (Tyr), asparagina (Asn) e treonina (Thelpectivamente. Fonte VATER et al., 2002.

2.9.4.3 Fengicina

A terceira familia de LPs compreende as fengickhasB, que também sao chamados
de plipastatinas. Estas moléculas sao lipodecajessticom um anel de lactona interna na
frac&o peptidica e com um acido graxo de cagiiaroxi (C14 a C18) que pode ser saturado
ou insaturado (MUKHERJEE; DAS, 2005). Esta classsdipopeptideos € composta de
variantes estreitamente relacionadas, que difeasto tho comprimento da cadeia do acido
graxo (de 13 a 17 atomos de carbono) quanto naezatulo amino&cido na posicdo 6 da
porcdo de peptideo (D-Ala ou D-Val por fengicinaeAfengicina B, respectivamente). A
figura 6 mostra as estruturas primarias das femasci Eles ainda diferem de iturina e de
surfactina pela presenca de aminoacidos incomuais, domo ornitina e alo-treonina.
Fengicina inclui trés residuos de aminoacidos aquaem ser protonados ou desprotonado de
acordo com o pH. Em pH neutro, ela exibe duas esarggativas (residuos de acido

glutamico) e uma positiva carga (residuo ornitimp)e deverdo afetar sua conformacéo e
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desempenhar um papel importante nas suas intemagt@moleculares (EEMAN, et al.
2009).

As fengicinas sdo menos hemoliticas que iturinegi@actinas, mas mantém uma forte
atividade antifungica, especificamente contra fenfitamentosos (KOUMOUTSI et al.,
2004; HOFEMEISTER, 2004). O mecanismo de acdo dgidma € menos conhecido em
comparacdo com outros LPs, mas eles também interéd@elmente com as camadas de
lipidos e, em certa medida, retéem o potencial aleaar a estrutura da membrana celular e
da permeabilidade de uma maneira dose-dependehteE(D et al., 2005). Lipopeptideos
sdo conhecidos por atuar de forma sinérgica comerislo por diversos estudos de surfactina
e iturina e (MAGET-DANA et al, 1992) surfactina enfjicina (ONGENA, et al., 2007) e
iturina e fengicina (KOUMOUTSI et al., 2004).

Assim, a fengicina é considerada um lipopeptidewiftida de permeabilizacdo de
membranas bacterianas e tém sido usada como figdasterde" na protecdo das culturas por
muitos anos, e uma melhor compreenséo do seu medacdb pode ser valioso para o
desenvolvimento de antibidticos peptidicos (ONGENACQUES, 2008). Vanittanakom et
al. (1986) estudaram a atividade antimicrobiana felegicinas deB. subtilis F-29-3,
encontrando atividade contra uma variedade de &iagwla ndo detectando atividade contra
bactérias. Sabe-se até 0 momento presente quenagi®lizacdo da membrana induzida por
fengicina é considerado o mecanismo responsavel g@lidade antifingica. Até agora,
fengicina ndo tem sido extensivamente estudadacipalmente por causa da dificuldade de
produzir e purificar esta molécula em quantidaddegaadas. Os poucos estudos tém
demonstrado a sua forte atividade de superficies esums interessantes propriedades
antifingicas, com uma baixa atividade hemoliticANNTTANAKOM et al., 1986).

A producao de fengicina foi identificada én cereug TSUGE et al., 1999) e eB.
thuringiensis (KIM et al., 2004) em adicdo B. subtilis (JACQUES et al., 1999) 8.
amyloliquefaciengKOUMOUTSI et al., 2004).

Fengycin
1 2 3 4 5 6
D- Val

Cy3.12 CHCH,CO— L-Glu— D-Orn=—D-Tyr—D-aThr—L-Glu—D-Ala
QH O

L-lle —L-Tyr—L-GiIn—L-Pro
10 9 8 7
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Figura 6. Estruturas primérias das fengicinas A e B. Feg fsfimadas por um &cido graxo b-
hidroxilado covalentemente ligado por uma ligacéwda a um decapeptideo que contem um anel
lactona interno entre os residuos 3 e 10. A posigdwariavel contendo o residuo Ala ou Val nas fen
A e B, respectivamente. A posi¢do 2 encontra-seresfduo de ornitina e na posicao 4 residuo
modificado de treonina. Fonte: Vater et al., 2002.

2.9.5 Métodos de deteccdo de biossurfactantes

Diversas metodologias de deteccdo de linhagensufm@s de biossurfactantes tem
sido descritas, sendo as mais simples as relacdenaatividade hemolitica do surfactante;
técnica do espalhamento do 0Oleo e técnica de apldgpgota. Youssef et al. (2004) relataram
que apenas 13,5% das cepas que apresentaram leenedliziram a tensdo superficial a
valores menores que 40 mN™'ne 38,2% das cepas que ndo provocaram hemolise
apresentaram resultados positivos em outras técdeaeteccdo. Os resultados se devem ao
fato de que estes compostos podem serfatoreswéndra hemoliticos e néo biosurfactantes
ou serembiossurfactantes com baixa capacidadefufidio que 0s incapacitam de lisar as
células. Tanto a técnica do espalhamento do élem apbcolapso da gota, podem gerar dados
gualitativos ou quantitativos. Plaza et al., (2006}iveram bons resultados utilizando a
técnica de espalhamento do Oleo, considerando odmédtcil e rapido, ja a técnica de
colapso da gota mostrou resultados mais variaWis.entanto, segundo o autor, estas
metodologias ndo sdo precisas, havendo grandex;&as nos valores de reducédo da tensdo
superficial dos isolados que apresentaram resudtpdsitivos, oscilando entre 35 e 67 mN m
! Por estas razdes, os autores sugerem que estedoss&jam confirmados utilizando
técnicas baseadas em medidas da capacidade déoetdg¢ensao utilizando tensidbmetros
(MAIER, 2003; MULLIGAN, 2005). A tensao superficjgbode ser quantificada, através da
medida da forca exigida para mover um anel denalgfdu Nouy) ou a placa de Wilhelmy
(laminula) que esta sobre um liquido através doEate método é amplamente utilizado
devido a sua reprodutibilidade (MAIER, 2002; BODOWRAIER, 2002; YOUSSEF et al.,
2004; CUNHA et al., 2004). No entanto, algumas &utxsas do meio de cultura, como a
peptona ou solventes como o metanol ou etanol, podeluzir a tensado superficial na
auséncia de um surfactante (MILLER; ZHANG, 1997).

Para os biossurfactantes poliméricos, com capaeidssl emulsificar o meio a
deteccdo da atividade emulsificante também tem witlpada e é especialmente importante
para os biossurfactantes que nao apresentam cagead reducao da tenséo superficial. S&o

produzidos por varias bactérias, leveduras e funiamentosos e, em geral, estes
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biossurfactantes nédo reduzem a tensdo superfioiaheio significativamente (BODOUR,;
MAIER, 2002). Um dos biossurfactantes poliméricoslhmr caracterizado € o emulsan,
produzido pelo Acinetobacter calcoaceticuRAG | (VAN DER MEI; COWAN;
BUSSCHER, 1991). Este micro-organismo produz unoéepra associada ao polimero que
provoca a emulsificacdo, no entanto a capacidadedigdo da tenséo superficial é baixa, 52
mN mi’, segundo Bodour; Maier, (2002). Todavia algun®mest observaram relacédo direta
entre emulsificacdo e reducdo da tensdo (CUNHA. e2@04; MATA-SANDOVAL et al.,
1999).

2.9.6 Mecanismos de acao dos lipopeptideos

Os dados disponiveis tem mostrado que ocorre aaffionde poros na membrana
apos a formacédo de ligagdes oligaméricas com peéipiddeo sendo que algumas podem ser
C&* dependente de multimeros. Estes poros podem cinflseo de fons transmembrana
incluindo Nd e K" causando a destruicdo da membrana e consequemente celular
(SCOTT, et al., 2007). No caso da surfactina, apgea mecanismos de acdo nao estarem
plenamente elucidados, presume-se que ocorra ueragio direta da surfactina com a o0s
fosfolipideos da membrana celular com a consequeltegacdo das propriedades da
estabilidade da bicamada lipidica (CARRILLO et 2003; HUSSAIN et al., 2004). Estudos
sobre os mecanismos moleculares de permeabiliziE&oembrana através da incorporacéo
da surfactina demonstraram haver perda do conteésioular através da desestabilizacédo
lipidica ou formacdo de poros intra membranais (BPIERD et al., 1991). A surfactina
forma clusters com os fosfolipideos, estabelecendo dominios déactina dentro da
bicamada (GRAU et al., 1999). Esta molécula poddaformar, nas bicamadas, agregados
micelares com organizacdo lamelar ou pequenas Wasidechadas, que solubilizam a
membrana bioldgica, atuando como um detergentea nestrutura (GRAU et al., 1999;
CARRILLO et al., 2003; HEERKLOTZ et al., 2004).

Em adicdo, alguns estudos mostram que os lipogestidodem causar inibicdo na
formacdo da parede celular fungica (SCHEINEDER; 5§AX10) atraveés inibicao especifica
e ndo competitiva de determinadas enzimas quessaEm@&ais para a integridade da parede
célula como por ex. a enzinfia(1,3)-D-glucana sintase (YAO et al., 2012). Noaahd, 0S

lipeptideos também podem causar aptoptose pelgdbgala ATPase na membrana
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mitocondrial como ocorre quando ha altas concedtmge um lipopeptideo antifingico
produzido poBacillus amyloliquefacien®I et al, 2010)

Estes modos de acao dos lipopeptideos podem aoalteratividade contra patégenos
resistentes a multiplos farmacos (MANGONI; SHAI,L2D e a emergéncia de resisténcia

contra lipopeptideos € extremamente rara (SADER]LR0

2.10 APLICACOES DE BACTERIOCINAS E LIPOPTIDEOS

2.10.1 Aplicacbes em alimentos

Atualmente, conservantes quimicos artificiais s@pregadas para limitar o niamero
de micro-organismos capazes de crescer em alimemas o aumento de consumidores
conscientes sobre os potenciais riscos a saudeiads® com algumas destas substancias
levou investigadores a analisar a possibilidade utiBzacdo de bacteriocinas como
biopreservantes. Assim, o termo biopreservacédo dorninda tem sido, cada vez mais
difundido, sendo caracterizado por ser uma extemgkBdempo de armazenamento e 0
aumento da seguranca de alimentos usando a suabroter natural ou controlada e/ou
produtos antimicrobianos (STILES, 1996), como acidtico, bacteriocinas e outros
(HUGAS, 1998).

As bacteriocinas podem ser usadas de diversas sagmaalimentos, desde o uso de
linhagens produtoras diretamente nos mesmos, cdounritroladores ou como culturas
“starters” em alimentos fermentados, até o usordpgpacdes concentradas da bacteriocina
como aditivo, no desenvolvimento de embalagens dm@uteriocinas imobilizadas ou
encapsuladas em nanovesiculas fosfolipidicas (SGANNet al., 2000; PAPAGIANNI,
2003; TEIXEIRA et al., 2007). Além disso, as bactinas podem ser utilizadas para
melhorar atributos sensoriais de certos alimem&EGAN et al., 2006).

Encontra-se um grande numero de trabalhos de pesgubre a aplicacdo das
bacteriocinas em bioconservacao (LEWUS; KAISER; MOMN.LE, 1991; MCMULLEN;
STILES, 1996; DE MARTINIS; FRANCO, 1998; STILES; IBAINGS, 1991), mas 0 uso
efetivo destes compostos em alimentos ainda é rtastamitado. Uma outra aplicacéo
relaciona-se ao fato de as bacteriocinas poderenerapregadas tecnologicamente, com
certas vantagens, pois atuam em sinergia com teatas) combinados de preservacéo de

alimentos mais eficientes (BROMBERG et al., 2004jn exemplo seria a utilizacdo de
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nitratos e nitritos em produtos cérneos visam mmaateoloracdo avermelhada e inibir o
crescimento deClostridium botulinum,que pode levar a formacdo de nitrosaminas,
substancias que sao carcinogénicas. Assim as iaacf@odutoras de bacteriocinas podem
atuar na reducdo destas substancias até nitrogémientar, o que diminui a formacao de
nitrosaminas (BALDUINO; OLIVEIRA; HAULY, 1999).

Outra aplicacéo atualmente importante demanda cssiglade dos consumidores por
alimentos minimamente processados ou “alimentascd€ e sem conservantes quimicos,
que tém estimulado interesse de pesquisa em recuraturais, tais como agentes
antimicrobianos bacteriocinas. No entanto, a maidos estudos relativos a aplicagées em
alimentos concentraram-se em bacteriocinas prodsizir BAL, principalmente nisina e
alguns outros (GALVEZ et al., 2008). Embora a risseja a Gnica bacteriocina atualmente
licenciada como um biopreservativo, suas aplicag@es restritas, devido a sua atividade
muito baixa em um pH neutro ou alcalino. Portamstdyusca de novas bacteriocinas com
melhores propriedades fisico-quimicas (estabilidate uma ampla faixa de pH e
temperatura) e também um amplo espectro antimemobé de grande interesse para a sua
aplicacdo em alimentos. No entanto, apesar do latjuersificado de bacteriocinas
produzidas por espécies Bacillus com propriedades tecnoldgicas atrativas, a impoidae
o valor industrial das bacteriocinas Bacillus tém sido subestimados, e apenas um pequeno
namero de aplicacbes foram relatadas em alimeR&is. fato € potencializado pela falta do
status GRAS de algumas espéciesBdeillus, exceto para alguns representantes, c8mo
subtilis e B. licheniformis(SHARP et al., 1989). Além disso, algumas espé&desaltamente
patogénicas,tais como linhagens Be anthraci®u produzem toxinas com8. cereus
toxigénico,B. coagulansB. mycoides,B. weihenstephanensis, B. lichenifoiisubtilis, B.
pumilus, B. thuringiensi® B. sphaericus(GILBERT et al, 1981; KRAMER; GILBERT,
1989; CHANG; CHEN, 2003). Recentemente, a Autorgdadropéia de Seguranca Alimentar
(EFSA) introduziu o conceito de presuncdo qualkfacade seguranca (QPS) para
aceitabilidade de bactérias em alimentos se o giayamoémico ndo suscita preocupacoes de
seguranca ou, se existiam preocupacOes de seguraasaestes poderiam ser definido e
excluidos (EFSA, 2007, 2008).

Linhagens deBacillus cereusja foram aprovadas pé&aropean Food Safety
Authority(AFSA) para alimentacdo animal (EFSA, 2004, 200%)qualificagdo QPS a
respeito de espéciacillus é modificado para “auséncia de toxinas caudadalas

intoxicacao alimentar”, auséncia de atividade stiafate, auséncia de atividades enterotoxicas
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(EFSA, 2008). No entanto, linhagens produtoras atgebiocinas ou preparativos contendo
bacteriocina poderiam ainda ser utilizados na cvagéo de alimentos, desde que atendam
aos critérios estabelecidos pela AESA.

Bacteriocinas deéBacillus ttm um potencial para aplicagdo como conservagites
substratos de diferentes alimentos como em prodiditisos tais como leite e queijos
(SHARMA et al., 2009 a, b). Dois exemplos repreastvids sdo bacilocina 490 e cereina 8A.
Bacilocina 490 mostrou-se ativa conBacillus spp. intimamente relacionados ambos sob
condicbes aerObias e anaerdbias e sua atividadeeribata foi mantida durante o
armazenamento a 41 °C, através de uma ampla faighl da uma alta temperatura e também
em substratos de alimentos como o leite (MARTIRANEI., 2002). Esses recursos podem
permitir o uso de bacilocina 490 durante o processdéo de alimentos realizado em altas
temperaturas e como um agente antimicrobiano parglementar a nisina (que exibe uma
atividade muito baixa em um pH neutro ou alcalica)tra algun8acillus spp. em alimentos
nao acidificados.

Outra bacteriocina testada em produtos lacteote (kiqueijo minas-frescal) para
controlar o desenvolvimento de monocytogeneg cereina 8A produzida p&. cereus8A
(BIZANI; BRANDELLI, 2002; BIZANI; DOMINGUEZ; BRANDELLI, 2005; BIZANI et al,
2005). A adicdo de 160 UA/mLde cereina 8A em leite UHT resultou em uma dingiaaide
3 ciclos log de células viaveis dentro de um peridel 14 dias a 4 °C (BIZANI et al., 2008).
No entanto, amostras de queijo tratadas com cermadsraram uma reducdo de 2 ciclos
logaritmicos nas contagens de micro-organismoseigsadurante 30 dias a 4 °C, quando
cereina 8A foi usado para controle de contaminagéosuperficie de queijo pak.
monocytogene€m queijo tipo minas-frescal a cereina causou apeanaatraso noinicio da
fase de crescimento exponencial (BIZANI et al., &00uriosamente, a atividade
antimicrobiana da cereina 8A contalmonella Enteritidigoi potencializada pela adicao de
EDTA e lactato de sddio (LAPPE et al., 2009). Rudaa poténcia eo espectro da cereina 8A
pode ser melhorada pela combinacdo com agentestal@iieadores de membrana.

Outra aplicacéo relatada foi para a biopeservagicaine de frango usando uma
BLIS produzida poB. amyloliqguefacien&Al (HALIMI et al. 2010). Um dos gargalos para a
aplicacdo de bacteriocinas nos alimentos é a sutugéo industrial em razoavel baixo custo.
Cereina 8A pode ser obtida com alto rendimento quitivo da cepa produtora em caldo
infusdo de cérebro-coracdo (BIZANI; BRANDELLI, 200d em meio de proteina de soja
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permitindo uma producdo de baixo custo para passa@icacoes (DOMINGUEZ et al.,
2007).

Muitos outros peptideos antimicrobianos mostram empoais aplicacbes na
conservacao de alimentos. A maioria deles é estavehlor e a condicbes de mudancas de
pH que podem ocorrer durante o processamento aeralhs e podem ser degradados por
proteases. Muitos deles também mostram amplo espdet atividades antimicrobiana,
inibindo bactérias Gram-positivas e Gram-negatipakgénicas, e, em alguns casos, até
mesmo fungos. Neste ponto, as bacteriocinaBab#llus sdo superiores as bacteriocinas de
BAL. Bons exemplos sédo os peptideos antimicrobid®®4 (MOTTA et al., 2008), P45
(SIRTORI et al., 2006), paenibacilina (HE et ab0?2), polixina (produzido por uma cepa de
P. polymyxaisolada de salsichas fermentadas da Argentind) RPISANCHEZ-RIVAS,;
RUZAL, 1998) ou o peptideo antibacteriano/antifUngicadprado porB. brevisisolada de
kimchi (HYUNG et al., 2001). Além disso, cepasB#rillus desempenham um papel central
na fabricacdo de alimentos fermentados alcalinobekidas (WANG; FUNG, 1996).
Aplicacdo de cepas produtoras de bacteriocinagsesibstratos alimentares pode oferecer
novas oportunidades em biopreservacéo de alimentos.

A nisina é uma bacteriocina atdxica, destruidagr@imas digestivas e ndo confere
sabores ou odores desagradaveis aos alimentosedemihecida como aditivo alimentar pela
Organizacdo de Alimentos e Agricultura/Organizadfiendial da Saude (FAO/OMS) em
1969 com limite maximo de ingestdo de 33.000 Uredddternacionais/kg de peso corporeo
e pelo FDA (Food and Drug Administration) em 19B8Bversos paises permitem o uso da
nisina em produtos como leite, queijo, produto$elds, tomates e outros vegetais enlatados,
sopas enlatadas, maionese e alimentos infantisMIBRTINIS; FREITAS, 2003). Além
disso, a nisina tem sido utilizada por mais de BOsaem mais de 48 paises, sem 0
desenvolvimento substancial de resisténcia (DEE@AA., 2006).

No Brasil, a nisina é aprovada para uso em toddpos de queijo, no limite maximo
de 12,5 mg/kg e é também permitido o uso em pradtameos com aplicacdo na superficie
extrena de salsichas de diferentes tipos. O proode ser aplicado com solugdo comercial
de nisina a 0,02% em solucdo de acido fosforicau gathmenticio (DE MARTINIS;
FREITAS, 2003). Diversas aplicacfes da nisina té@o sstudadas, devido a suas varias
propriedades favoraveis. Além disso, vesiculaofipdgtiicas estdo sendo consideradas para o
encapsulamento e liberacéo controlada das badteagoem material alimentar, nutracéuticos,

cosmeéticos e produtos farmacéuticos (COLAS eRa0y).
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Quanto aos lipopeptideos, estes sdo bem caradasizan termos das suas atividades
antimicrobianas, antivirais, antitumoral e antisidas que asseguram a sua posi¢cdo nas
industrias farmacéutica e cosmeética. Na induslimaeatar, lipopeptideos séo utilizados como
emulsionantes no processamento de matérias privaaisdustria de panificacdo, surfactinas
e rhamnolipideos sao utilizados para manter a iédtade, a textura e o volume e também
para ajudar a emulsificagdo de células adipostas, de controlar a aglomeragéo de glébulos
de gordura (MANDAL; BARBOSA, FRANCO, 2013). Além sdio, as classes de
lipopeptideos do grupo das iturina, da classe elagidinas e a surfactina sédo resistentes as
proteases, exibindo uma forte inibicdo do crescimate uma vasta gama de agentes
patogénicos de plantas e fungos coffesarium graminearum Rhizoctonia solanie
Aspergillus flavup ou agentes patogénicos de poés-colheita, tais cBoiatis cinereae
Penicillium expansuriTOURE et al., 2004). Lipopeptideos também podepenhir a acao de
agentes de corrosdo em superficies de aco inoxjdfra@demente utilizados na indastria de
alimentos. Considerando isso, Dagbert et al. (2G066)eceu evidéncias de que no ago
inoxidavel AISI 304 a corrosao € atrasada na pgaseo biotensioativo produzido por uma
estirpe de Pseudomonas fluorescendAssim, lipopeptideos podem satisfazer varias
caracteristicas de um aditivo sendo benéficos manallsdo, atividades antiadesivas e
antimicrobianas que sugerem as suas aplicacdes icgreglientes polivalentes ou aditivos.
Assim, lipopeptides em um futuro proximo ira reprgar uma percentagem significativa do

mercado de aditivos alimentares.

2.10.2 Aplicacbes em saude humana

A crescente resisténcia bacteriana aos antibiétioosencionais de aplicacdo clinica
resultou em um crescente interesse em considertaris&ginas como agentes antimicrobianos
alternativos para o tratamento de infecgcbes hum@masossivelmente, animais) (LAWTON
et al., 2007). Resisténcia cruzada entre bacteasce antibidticos convencionais de uso
clinico raramente tem sido relatada, porque essssgiupos de antimicrobianos agem em
diferentes alvos celulares.

Desde a descoberta da colicina em 1925 (GRATIAS18ud CHEN; LUO, 2009),
centenas de peptideos antimicrobianos tém sidotifidados e alguns deles tém sido
utilizados com sucesso contra patdgenos de humanamimais (SNELLING, 2005;

KIRKUP, 2006). Assim como estas sustancias aprasepropriedades de lisar patégenos,
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também exibiram atividades anti-tumoral (KAMYSZ; RRJ; LUKASIAK, 2003). Assim,
reconhecendo as atividades bioldgicas de peptatgonaicrobianos é criticamente importante
sua pesquisa para a concepcdo de complementosagpéa tantibidtica convencional e de
novos agentes terapéuticos.

Diversas bacteriocinas ou BLIS produzidas por aepéde Bacillus mostraram
atividade antimicrobiana contra bactérias patogénde interesse, tais corBtaphylococcus
aureusmeticilina resistente (MRSA) ou vancomicina resis¢ (VRE). Alguns exemplos séo
a BLIS produzida porB. sphaericus,pumilicina 4 ou os lantibidticos lichenicidina,
haloduracina e mersacidina. Haloduracina partimdate parece ser de interessante para
aplicacbes médicas, porque € mais estavel em satteepH fisiologico do que a nisina
(OMAN; VAN DER DONK, 2009). Mersacidina mostra feratividade antimicrobiana contra
S. aureusin vitree em estudos com animais (SASS et al., 2008)nfibiético subtilosina A
mostra atividade antimicrobiana contra patégenosoddsteria monocytogenes, G. vaginalis
e S. agalactiadSUTYAK et al., 2008 a). A Subtilosina tem assim potencial de aplicacao
contra patégenos vaginais tais comd@savaginalisresistentes as terapias convencionais com
antibioticos. Aléem de sua atividade antibacterisalgumas bacteriocinas/BLIS dBacillus
também mostram atividade antifingica, o que poderiaxplorados para aplicagdes clinicas.

Bacteriocinas produzidas por cepas Riillus também pode encontrar aplicacdes
como probidticos para uso humano, devido a suadatle inibitéria contra patdgenos
intestinais, comdC. perfringensC. difficile e outros. Por exempl®&. polyfermenticuSCD
(produtor de polifermenticina SCD) € um probiétmmmercial para o tratamento em longo
prazo de disturbios intestinais, devido a suaadiie inibitéria par&. perfringens(LEE et
al., 2001). A linhagem probiétic8. clausii O/C produz substancias inibidoras p&a
aureus,E. faeciune C. difficile (URDACI et al., 2004), e thuricina CD visa especimente
C. difficile (HILL et al., 2009). Bacteriocinas dBacillus também pode ter aplicacbes
potenciais como contraceptivos naturais. Um bommgke € subtilosin A, que mostra a
atividade espermicida contra espermatozoéides des demmanos e de uma variedade de
animais como bovinos, equinos, caprinos (SUTYAKIet2008 a, b).

No caso da nisina, embora a principal aplicacé® s@no agente conservante natural
em alimentos h& pesquisas propondo a sua potartizhcao para fins terapéuticos, como
para o tratamento de dermatite atopica (VALENTA;RBEKOP-SCHNURCH; RIGLER,
1996) e Ulceras estomacais em pacientes com imficiédeias (DUBOIS, 1995; KIM et al.,

2003). Ademais, pesquisas demonstraram a atividatiimicrobiana da nisina no controle de
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infecgBes no trato respiratorio causadasiaphylococcusaurewsn um modelo animal (DE
KWAADSTENIET; DOESCHATE; DICKS, 2009). Fernandez at (2008) estudaram uma
aplicacdo de nisina como uma eficiente alternasiga antibioticos para o tratamento de
mastite estafilococica em mulheres durante a laotagOutra interessante aplicacao
farmacéutica da nisina pode ser um futuro desemaehto de um potente contraceptivo
vaginal para os seres humanos (ARANHA; GUPTA; REDR§04). Gupta; Aranha; Reddy
(2008) continuaram a investigacdo e demonstraram auisina ndo revelou nenhuma
evidéncia de toxicidade e tem propriedades contiaes, além de ndo apresentar toxicidade.
Esta bacteriocina também tem sido utilizada emyiosdde salde, tais como pasta de dentes
e produtos para cuidados da pele. Como uso vetiesiganisina € atualmente utilizada como
sanitizante contra patdégenos causadores de masiit® espécies d&taphylococcuse
Streptococcug$CAO et al., 2007; WU; HU; CAO, 2007).

J& alguns lipopeptideos, que possuem acgédo simiaaratibioticos apresentam potente
acao contra patdgenos clinicos relevantes e resastejd que os antibidticos acabam por
diminuir a poténcia e efetividade depois de expimscrepetidas a micro-organismos
patogénicos. Ha também varios tipos de lipopepside® séo efetivos no contole de infecbes
fungicas como as echinocandinas e derivados. S&adads lipopeptideos também para
controle de Candida glabrata, Aspergillus fumigatus, Scedospuri prolificans e
Pseudallesheria polysmernfslANDAL; BARBOSA, FRANCO, 2013) Além disso, tém se
dado atencédo a forte atividade antiviral de mutipss de lipopeptideos tendo algumas
pesquisas demonstrado que a viscosina pode aumantaabilidade do controle do
envelopamento de virus humanos patogénicos (NYBRCE)RENSEN, 2004).
Similarmente, a surfactina pode ser eficiente phv@rsos virus envelopados, incluindo
herpes virus e retrovirus (VOLLENBROICH et al, 1997

Na area da cosmetologia diversas aplicacfes témbmch documentadas além de
diversas aplica¢cdes multipropdsitos como no casguifactina (NISSEN et al., 1997). A
surfactina é altamente biocompativel com toxicidadgeto baixa para células de mamiferos
com seguranca para aplicacdo sem causar irritpgasa pele humana. Algumas empresas
tém utilizado varios derivados surfactina em produtiermatologicos e cosméticos para a
limpeza da pele com uma alta capacidade de lava@eNNLAYAVATTANAKUL;
LOURITH, 2010). Um cosmético de alta qualidade éacterizada principalmente pelas
propriedades que estimulam a producdo de novo eatag de elastina. Com o aumento da

idade do individuo e diminuicdo dos niveis de fedode crescimento, a pele perde elastina
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provocando o aparecimento de rugas finas. Algumgzresas de cosméticos estabelecidas
nos EUA ja desenvolvido e comercializado seus posdformulados com lipopeptideos que

ajudam diretamente na estimulacdo da producéo ldgeswm e elastina, como agentes anti-
envelhecimento.

Com efeito, estes lipopeptideos sdo bem caradteszgpelas suas propriedades
antioxidantes (CAMEOTRA,; SINGH, 2004) e, portardat&sm de serem usado para a limpeza,
acao anti-rugas, estimulantes da producédo de cwageelastina, agentes de eliminacéo de
radicais livres e hidratacdo também apresentandatie antimicrobiana de largo espectro
(SUN et al., 2006). Assim, estes lipopeptideos orelim a fisiologia da pele saudavel, com
véarios tipos de cosméticos como logdes, cremeshenstes faciais. Para expandir a uma
induUstria de biotecnologia rentavel, a manipulag@ioética dos organismos € essencial para a
producdo de alto rendimento e alta qualidade depdiptideos no futuro (MANDAL,
BARBOSA, FRANCO, 2013).

E, por fim, também podem ser incorporados em pagpas probidticas para combater
as infeccbes do trato urogenital. Como tratam-se ndiero-organismos que Sao
biologicamente seguros, os biossurfactantes prddszodem ser uma alternativa viavel aos
agentes antimicrobianos sintéticos (SINGH; CAMEOTRA04). Existem trabalhos sobre a
inibicdo do biofilme, formado por bactérias uromgoicas e leveduras na borracha de
silicone, devido a acado de biossurfactantes prddszipor Lactobacillus acidophilus
(VELRAEDS et al., 1996).

2.10.3 Aplicacbes em saude animal

Algumas cepas dBacillus sédo comercializadas como probioticos para a sadideal,
com base nas propriedades funcionais, tais combami&ldo peso corporal dos animais ou
aves. Por exemplo, BioPlus2B contém uma misturasefeB. licheniformise B. subtilis
(MUTUS et al., 2006). Bacteriocinas produzidas @spécies d8acillus podem ser usadas
como probioticos animais para melhorar a saude anamnibir bactérias patogénicas. A
linhagem deB. licheniformis produtora de lichenina foi relatada exibindo uneitef
antibacteriano contr@. bovis e Eubacterium ruminantiuepossuindo uma notavel atividade
hidrolitica contra polissacarideos diversos (PATTKAet al., 2001). Por isso, oferece
aplicacdes potenciais para melhorar fermentacamalndevido ao seu papel como auxiliar

ao sistema digestivo destes animais e, devido dupém de propriedades antimicrobianas
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(PATTNAIK et al., 2001). Esporos de Bmyloliquefacien€ECT 5940, produtora de BLIS,
sdo utilizados como um probidtico para alimentag&oaves (Ecobiols, Norel & Nature
Nutrition) que age no trato gastrintestinal de avesduzindo o efeito de agentes
patogénicoscomobactérias con@ perfringens, E. colie Yersinig reduzindo assim, a
mortalidade de aves (DIAZ, 2007).

A aplicacdo de bacteriocinas 8e polymyxae P. circulansem aves domésticas foi
relatado por Stern et al. (2005). Bacteriocinaslpzadas por cepas de polymyxaNRRL B-
30507, NRRL B-30508 e NRRL B-30509 assim comoBatirculansNRRL B-30644 foram
usadas para controlar con@ampylobacter jejunium tratamento sem antibidticos para
animais portadores de zoonoses. A administracdétidie de preparacdes de bacteriocinas
reduziu a colonizacdo de perus f[or jejuni diminuindo o risco de exposicdo publica a
campilobacteriose (SVETOCH et al., 2005).

Bacteriocinadde Bacilluscom forte atividade inibitoria contra estafiloceqmoderiam
ser aplicadas na praticado controle de mastite aoasvleiteiras. Em um estudo recente,
varias BLIS deB. thuringiensis(morricina 269, kurstacina 287, keniacina 404 pergcina
420 e tolworthcina 524) foram testadas contra uofecéo de isolados d& aureugle fontes
de laticinios, que apresentaram resisténcia a uamedade de antibidticos comerciais
(BARBOZA-CORONA et al.,, 2009). Apesar de linhageds S. aureusdiferirem na
sensibilidade os melhores resultados foram repostgmhra morricina 269, seguido por
kurstacina 287. Os autores sugeriram que estefdpeptantimicrobianos poderiam ser Uteis
como um método alternativo para controle de malstiténa, e proposeram a superexpressao
destas BLIS e o desenvolvimento de preparagcOelatasriocinas purificadas e concentradas
para a prevencao e tratamento de mastite. Outit&dia antimicrobiana de interesse para
aplicacdo em saude animal € a BLIS produzido Bosubtilis LFB112 isolado de ervas
chinesas, que € ativa contra varias bactérias @umitivas e Gram-negativas envolvidas em

doencas de animais domeésticos (XIE et al., 2009).

2.10.4 Aplicacbes ambientais e como agentes de biaicole

Os biossurfactantes tem diversas aplicacdes, miduiratamento de derrames de 6leo
no mar ou na terra, remocédo de pesticidas do solmo estabilizadores de espuma, nas
industrias de alimentos e farmacéutica e na pradugisabdes e detergentes (COOPER,
1986).
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Bacilos sdo também naturalmente associados comesqlantas. Para este razéo,
linhagens produtoras de bacteriocinas ou BLIS ctwidade antibacteriana ou antifungica
podem ser favoraveis para aplicacdo como agentdsodentrole. Este género apresenta
grande vantagem em relacao aos outros, devido eapa@idade de formar esporos, 0s quais
sao tolerantes ao calor e ao frio, bem como a c¢Oedi extremas de pH, a pesticidas,
fertilizantes e ao tempo de estocagem, permitipddanto, sua utilizacdo na formulacdo de
produtos mais estaveis e viaveis e sua aplicacdoateonento de folhas na forma de sprays
(BACKMAN, WILSON; MURPHY, 1997). Outra vantagem dgeneroBacillus se deve ao
seu rapido crescimento em meio liquido e a auséieigpatogenicidade da maioria das
espécies (SHODA, 2000).

Muitas das bacteriocinas ou BLIS produzidos porilbsigoderiam inibir bactérias
fitopatogénicas. Tanto as linhagens produtorasadéeliocinas ou preparacdes parcialmente
purificadas poderiam ser aplicadas no controledgiob de doencas de plantas. Por exemplo,
ericina S é ativa conti@lavibacter michiganensi® agente causador do cancro bacteriano do
tomateiro. Da ericina purificada ou de sua linhagprodutora pode ser desenvolvido um
bioprotetor de tomateiros. Outro exemplo é o 14B, Bena BLIS produzido pdB. subtilis
14B isoladas da rizosfera de plantas saudaveisteva contraAgrobacterium tumefaciens
podendo ser potencialmente aplicada como um agententrole bioldgico para reducdo das
infeccdes em plantas causadasAdumefaciens.

Bactérias da rizosfera podem promover o crescimedss plantas por
variosmecanismos. Plantas promotoras de crescindenti@obactérias sdode grande interesse
para aplicacdo na agricultura. EspéciesBdeillus sdo conhecidas por atuar como agentes
promotores de crescimento de plantase/ou promoegéesisténcia a doengcas em plantas,
comoexemplificado pelo polipeptideo produzido @r thuringiensislinhagem NEB17
(SMITH et al., 2008). Deste modo, estas bacteraxittm uma dupla funcdo podendo ter
amplos espectros inibitérios, sendo ndo apenamxfa para melhorar o crescimento das
plantas e a produtividade da cultura, mas também ipéber bactérias fitopatogénicas e/ou
para diminuir a contaminacdo da planta com bast@&@ogénicas humanas, tais como
monocytogenesu Salmonellasp.

BLIS ou cepas produtoras exibindo atividades amgjitas poderiam ser aplicadas no
controle biologico da decomposicdo de plantas eaordrole do pos-colheita de frutas e
legumes. Um exemplo B. amyloliquefacieniinhagem RC-2, que produz uma BLIS ativa

contra Colletotrichum dematiumfungo da antracnose de amora e varios outrosofung
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fitopatogénicos e bactérias, como conRosellinia necatrix Pirycularia oryzae A.
tumefaciense Xanthomonas campestnms/. campestrisBacteriocina produzidas p&acillus
podem também ser passiveis de outras aplicacOegerdgaib. Algumas cepas tém sido
isoladas de reservatérios de petréleo, como a pyaule cereicidin®. cereusQl ou as
cepas produtoras de BLISisoladas de um reservatigripetroleo brasileiro com atividade
antimicrobiana contra bactérias redutoras de su(lfORENBLUM et al., 2005). Entre elas,
a BLIS produzida pela cefa firmusH20-1 € um pequeno peptideo que é estavel aoealor
ao pH alcalino, e provavelmente resiste a condigdebientais durante a perfuracdo de
petroleo. Devido a sua alta atividade antimicrohipara bactérias redutoras de sulfato esta
BLIS oferece uso potencial como um biocida na itriaigle petréleo para controlar os
problemas associados com estas bactérias. Em oegtodos, foi mostrado que a BLIS
produzida pela linhagem H20-1 reduziu a viabilidaedefixacdo de um consoércio de um
biofiilme de bactérias redutoras de sulfato (KORENBL et al., 2008). Deste modo, 0s
autores sugerem que esta linhagem ou seus pejpiftieticrobianos pode ter um potencial
para aplicacdo em oleodutos com fins de inibirrenégédo de biofilme e consequentemente,

reduzir biocorrosao.

2.11 DESENVOLVIMENTO DE RESISTENCIA A BACTERIOCINAS

Uma preocupacdo com o uso das bacteriocinas pprasarvacao de alimentos € a
selecédo de linhagens resistentes (RILEY; WERTZ,220&Em algumas populacbes de
espécies normalmente sensiveis a bacteriocinésrgd encontradas linhagens microbianas
resistentes. Deste modo, espera-se que classdarssmie resisténcia possam existir para
todas as bacteriocinas (DYKES, 1995).

A célula alvo pode desenvolver resisténcia ourdolda a acdo das bacteriocinas
geralmente alterando receptores da superficiearetul sistema de translocacdo (RILEY,
1998).

Podem ser observados trés tipos de mecanismasidéEncia: imunidade, resisténcia
transferivel e resisténcia espontanea (DYKES, 19®%nunidade € aquela apresentada pela
célula produtora ou por bactérias que também perduzacteriocinas (KLAENHAMMER,
1993). A resisténcia transferivel é aquela codificpor elementos genéticos moveis, tais
como plasmideos, e que ndo estdo ligados a prodigdwmacteriocina. A ocorréncia de

resisténcia espontanea pode ocorrer em baixossréueipopulacdes bacterianas. No entanto,
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esta ndo leva a proliferacdo de linhagens resetamd ambiente j& que os mecanismos de
resisténcia podem levar a uma perda na habilidadeacorrer contra linhagens néao
resistentes na auséncia da bacteriocina (DYKES)5)198lém disso, a alteracdo da
composicdo e da estrutura da parede da(s) membyacel(ilar(es), de modo a que a
bacteriocina seja fisicamente incapaz de alcangdwa também constitui um fator que pode
contribuir para tornar uma célula resistente aasebacteriocinas. Alternativamente, certos
componentes celulares (receptores), que sao eaSsermara 0 aumento da acdo das
bacteriocinas, podem estar faltando ou mutadostaCudassibilidade que se especula é a
presenca de proteases inespecificas no alvo ounméxa ele que poderiam reduzir a
efetividade das bacteriocinas nestes casos (EIJ8tNK, 2002).

Estudos com bactérias acido-laticas tém demomstigetacdo de resisténcia a
atividade de bacteriocinas depois de linhagensissagerem sido expostas a 25 ciclos de
crescimento sucessivo na presenca da bacteriddineatamento com uma combinacdo de
bacteriocinas, por exemplo, nisina e uma bacteréoclasse lla, poderia reduzir teoricamente
a incidéncia de resisténcia. Um problema adiciobah resisténcia a uma classe de
bacteriocina produzidas por bactérias acido-latmader resultar numa resisténcia cruzada
com outra classe de bacteriocina. Porém, a natguéimgica diversa das bacteriocinas propde
modos de acao diferentes, o que conduz a pensamtgeesisténcia cruzada € mais dificil de
obter. Nao obstante, tem sido reportada uma rasiatéruzada entre diferentes bacteriocinas
por diversos autores (GRAVESEN et al., 2002).

2.12 TOXICIDADE DAS BACTERIOCINAS

Para aprovacdo do uso de uma bacteriocina comerpativo de alimentos é
necessario que a mesma seja identificada quimidamencaracterizada. O processo de
producdo deve ser descrito e o método utilizada pprantificagdo e padronizacdo do
peptideo deve ser mostrado. Além disso, é impa&tambnhecimento do destino da molécula
apos a ingestdo, dados toxicoldgicos bem como lewarconta os aspectos econémicos
(CLEVELAND et al., 2001). Toxicidade é a qualidayjles caracteriza o grau de viruléncia de
qualquer substancia nociva para um organismo vivgoara uma parte especifica desse
organismo. Estudos toxicolégicos com animais derktbrio constituem um dos principais
componentes da avaliacdo de seguranca de produitmscqs (MORENO et al., 1999). Os

principais estudos toxicolégicos envolvendo baotenas relatados até o momento se referem
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aos testes realizados para a aprovacdo do uscsida somo bioconservador em alimentos
(FDA, 1988).0 requerimento minimo necessério paraahstrar a seguranca do consumo do
alimento em longo prazo é a realizacdo de um estutiorénico de 90 dias. Estudos mais
longos podem ser necessarios se o0s resultadosneaicefeitos adversos (KUIPER et al,

2001).

As bacteriocinas sdo, geralmente, inativadas poreszproteoliticas, incluindo as de
origem pancreatica(tripsinacequimiotripsina). A sensibilidade de algumas bact@#nas a
degradacdo por enzimasproteoliticas € bastante ressente com relacdo a
segurancaalimentar, uma vez que a ingestao deribagtasndo promove alteracdes na
ecologia do trato gastrintestinale, por isso, ndiesenta 0s mesmos riscos relacionadosao
uso, por exemplo, de antibidticos. Contudo, estumegcologicos sadonecessarios para a
aprovacao do uso de novos tipos de bacteriocinaaliemntos (MORENO, 1995). O FDA e
o Food Safety and Inspection Service (FSIS), doatementode Agricultura dos Estados
Unidos confirmam a seguranca, a eficiéncia e o desmovos conservantes, incluindo as
bacteriocinas (POST, 1996).

Com base nos apontamentos de todos os estudosscitaddencia-se a necessidade e
a grande importancia do emprego de sistemas adesjuB controle bem como de novas
tecnologias na producdo de alimentos que prioripemecessario cuidado com a saude
publica. No laboratério de Microbiologia Aplicadaa dJUFMG e no laboratério de
Microbiologia Aplicada e Bioquimica da UFRGS, mianganismos produtores de
bacteriocinas e de biossurfactantes tem sido advairda profunda investigagéo. Diversas
bacteriocinas produzidas por espéciesBdeillus, Lactobacillus, Pseudomonasoutras ja
foram caracterizadas, purificadas e mostraram-setivaé contra micro-organismos
patogénicos. Deste modo, torna-se necessario noorgstudo dessas substancias avaliando

suas atividades antagonistas bem como os métogugifleacdo e caracterizacao utilizados.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar lipopeptideos produzidos Barcillus spp. isolados da matriz alimentar
Puba.

4.40BJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar, da matriz alimentar puba, linhagensBiillus e identifica-las por meio de

métodos fenotipicos e genotipicos;

. Avaliar in vitro o espectro de acdo antibacteriana e antifingicalidhagens de
Bacillus

. Avaliar a producédo de biosurfactantes Baicillus spp. por meio do teste de atividade

hemolitica, do indice de emulsificacdo e da medaltensao superficial,

. Verificar a presenca dos genes relacionados a péodde subtilosina A, subtilina,

iturina A e surfactina erBacillussp.;

. Selecionar uma linhagem &acillussp. de amplo espectro de atividade antimicrobiana,

acao biossurfactante e que possua genes de beictasie lipopeptideos;

. Caracterizar o perfil de producdo das substancasatividade antimicrobiana e

surfactante d8acillussp. P5 ao longo da curva de crescimento;

. Avaliar in vitro o aumento da producao e o espectro de acdo aetilbaet deBacillus
sp. P5 quando utilizado o mecanismo de ativacdimel® e/ou inducdo por meio da

inoculacéo de células mortas de determinados noigyanismos;
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Purificar os lipopetideos produzidos @acillus sp. P5 pelas técnicas de precipitacao
acida ou extracdo com solventes organicos e crgradia liquida de alta eficiéncia

de fase reversa;

Caracterizar estruturalmente os lipopetideos priddsz por Bacillus sp. P5 por

espectometria de massas MALDI-TOF;

Extrair lipopeptideos da matriz alimentar puba ed@riza-los por espectrometria de
massas MALDI-TOF.



76

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRO-ORGANISMOS

Dois tipos de amostras bacterianas foram inclufteste estudo: amostras teste, do
géneroBacillusyecuperadas de puba de mandioca (um produto alcieobtido por meio da
fermentacdo espontanea de raizes de mandioca s#sr@n agua), que foram avaliadas
quanto a producdo de substancia(s) antimicrobipr&(sglebiossurfactante(s) e amostras
indicadoras da expressao destas atividades.

Pela sua importancia como patdégenos humanos onih@ia e/ou deteriorante para a
indUstria de alimentos, as seguintes espéciesaddiasda atividade antimicrobiana foram
utilizadas nos experimentos: Gram positivosB- amyloliquefaciensLBM 5006, B.
amyloliquefacien ATCC 23350 B. cereuATCC 14579 B. cereusA-1 (alimento) B. cereus
B-2 (alimento) B. cereus(alimento) B. subtilisATCC 6633 B. subtilisDSM 3258 B.
subtilis ATCC 21228 B. subtilisATCC 7971,B. subtilis (alimento), Corynebacterium fimi
NTCS 7547, Lactobacillus acidophilusATCC 4356, Lactobacillus casei(alimento),
Lactobacillus delbruecksubs. lactis ATCC 7830 Lactobacillus fermentunATCC 9338,
Lactobacillus murinus L2(camundongo),Lactobacillus rhamnosugqalimento), Listeria
monocytogeneATCC 6477,Listeria monocytogene&TCC 15113 Listeria monocytogenes
ATCC 19112 Listeria monocytogene&TCC 19115, Listeria innocua(alimento), Listeria
seeligeri AC 82/4 S. aureus ATCC 25923 Staphylococcus intermediugclinico),
Staphylococcus haemolytic(dinico), Staphylococcus saprophytic(ginico), Streptococcus
sp.(clinico) Streptococcus pneumonidelinico), Weissela paramesenteroidéalimento)
Gram negativos- Enterobacter aerogenegalimento) Escherichia coliATCC 25922
Pseudomonas aruginogalinico), Pseudomonas fluorescef@imento) Salmonella enterica
ser. Enteritidis ATCC 13076&almonella entericaer. Typhimurium ATCC 13315erratia
marcecengalimento),Yersinia enterocoliticATCC 9610.

Além disso, também foram utilizadas as seguintdsaljens de fungos filamentosos:
Fusarium oxysporurf sp.lycopersici, Aspergillus flavus, Aspergilus flasaBl, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger, P. chrysogenum, Remtroqueforti, Diploidiasp.e a levedura
Candida.
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4.2 MANUTENGAO DOS MICRO-ORGANISMOS

Bacillussp. e as bactérias indicadoras da expressaovitzadg antimicrobiana foram
mantidas em caldo Infusdo Cérebro e Coracao (BHttpDab., Inc., Detroit, USA), ou caldo
MRS (De Man, Rogosa e Sharp - Difco Lab., Inc.,r@&etUSA) todos acrescidos de glicerol
15% (v/v) a temperatura de -20 °C ou -80 °C. Asucat de trabalho foram obtidas por meio
da reativacdo das amostras congeladas em caldolBMRS, conforme o micro-organismo,
incubadas a 24h por 37 °C, seguido de plaqueanentem meio BHI ou MRS sdlido,
conforme o micro-organismo novamente. As placaaniomantidas em geladeira e reativadas
por meio de transferéncia para meios novos paradugédo dos indculos.

Os fungos filamentosos e a levedura foram mantetoscaldo batata dextrose e/ou
Agar batata dextrose (BDA) e incubados a 25 °Capér72 h. As culturas de trabalho foram

armazenadas em placas ou tubos contendo agar Bbescalos de glicerol a 50%.

4.3 QUANTIFICACAO, ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO FENOITPICA DE Bacillus
sp. RECUPERADOS DE PUBA

Duas amostras de pubas dos lotes de fermentac@moietos como D e E foram
obtidas no outono de 2009 de um mesmo produtoristatad de Saco da Raiz, Estancia,
Sergipe. Pesou-se 25 g de cada amostra e trarséepara saco plastico ao qual foi acrescido
225 mL de agua peptonada 0,1%, esterilizada. Aplienaogeneizagdo nstomacherpor
cerca de 30 s, transferiu-se 1 mL da amostra dilpata um tubo contendo 9 mL de agua
peptonada 0,1%, obtendo-se a diluicid&.10m volume de 100 pL de cada amostra nas
diluicdes 10" e 10° foram plaqueadas na superficie de &gannitol Egg Yolk Polymixin
(MPY, Difco, EUA). As placas foram incubadas a %D por 24 h. As colbnias tipicas
sugestivas d@. cereusforam enumeradas e repicadas para agar Nutriénfeo) para a
obtencédo de culturas puras (BAM, 2012).

4.3.1 Caracterizacao citomorfologica, bioquimica Bsiologica deBacillussp.

A identificacdo presuntiva das colbnias tipicastfaseada na morfologia celular por
meio da coloracdo de Gram e pesquisa de catalasteridBrmente, foi feita uma suspensao
das colbnias tipicas para tubos contendo agua taadpoesterilizada, para a inoculacado dos

meios utilizados nos testesbioquimicos e fisioldgi¢BAM, 2012). Adicionalmente, a
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identificacdo foi feita por meio dos kits API 50-8&lAPI 20E (BioMérieux, Marcy-I'Etoile,

Franca).

4.3.1.1 Fermentacao da glicose em anaerobiose

Utilizou-se o caldo vermelho de fenol acrescidagliese 1%, previamente desaerado
e, apoés o inodculo, adicionou-se ao tubo oOleo minesterilizado, para obtencdo de
anaerobiose. O resultado foiconsideradopositivondoahouve mudanca de coloracdo do
meio de vermelho para amarelo devido a acidificagdoonsequente virada de cor do
indicador de pH(BAM, 2012).

4.3.1.2 Resisténcia a lisozima

Utilizou-se o caldo Nutriente (controle) e caldatfiente adicionado de 0,001% de
lisozima (Sigma-Aldrich;St. Louis, EUA) e incuboa-a 37°C, por 24 B. cereusndo tem seu
crescimento inibido pela lisozima, portanto, o deét considerado positivo quando exibe

crescimento (turbidez) e negativo se nao o apraBatM, 2012).

4.3.1.3 Reducao de nitrato

Células dos isolados bacterianos foram inoculadasaldo Nitrato e os tubos foram
incubados a 37°C, por 24 h. Apds o periodo de engédy adicionou-se 0,3 mL de cada um
dos reagentes acido sulfanilica-@maftiamina. Quando ocorreu a cor laranja ou vénme
teste foi considerado positivo (BAM, 2012). No caoreacdo negativa, adicionou-se uma
pitada de zinco em p6 e observou-se a mudancaloi@cédo de meio apos a adicdo do metal
(BAM, 2012).

4.3.1.4 Verificacdo de crescimento rizoide

Com uma alca de platina depositou-se um inéculcadea amostra bacteriana sobre a
superficie seca e no ponto central da placa de Mgtiente. As placas foram incubadas a
30°C, por 48 a 72 h. Apés incubacao verificou-sepo de crescimento. O crescimento

rizoide caracteriza-se pelo aparecimento de cad6éo@mn longas extensdes sem forma de
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raizes ou longos fios, tipicas Bacillus mycoidesBacillus cereusido apresenta crescimento
rizéide, porém algumas cepas podemapresentar aslémjosas em forma de galaxia (BAM,
2012).

4.3.1.5 Atividade hemolitica

Inoculou-se células bacterianas sobre a supediiplacas de agar Triptcaseina de
Soja (TSA) acrescidas de 5% de sangue de carngiouleou-se a 37°C, por 24 h. A presenca

de zona clara com 2 a 4 mm em torno da colonizafdhemolise (BAM, 2012).

4.3.1.6 Motilidade

Inoculou-se as amostras contendo células bacteriad@s Bacillus sp. em
profundidade no agar mobilidade p&.acereuse incubou-se a 30°C, por 24 h. A presenca de

crescimento difuso no meio indica resultado posi(BAM, 2012).

4.3.1.7 Voges-Proskauer (VP)

Inoculou-se células bacterianas em tubos contendb 8e caldo Voges-Proskauer e
incubou-se a 37°C, por 48 h. Transferiu-se 1 mlcdéura para tubos 16 x 125 mm e
adicionou-se 0,6 mL de uma solucaoodeaftol e 0,2 mL de KOH a 40%. Os tubos foram
mantidos destampados a temperatura ambiente pothama O aparecimento da coloragao
rosea ou violeta foi considerado positivo(BAM, 212

4.3.1.8 Deteccéo de producao de cristais de togpnadeica

Inoculou-se as amostras isoladas em agar Nutrieciteado e incubou-se a 3D por
24 h. Os tubos foram deixados por 2 a 3 dias empeéeatura ambiente e, apos este tempo,
preparou-se um esfregaco da cultura em lamina @oadu-se metanol sobre ela. Apos
secagem da lamina ela foi coberta com fucsina dasig,5% e, posteriormente, lavada com
agua. A lamina foi observada ao microscépio solrsaeee verificada a presenca de cristais

de toxina em formato tetragonal (BAM, 2012).



80

4.3.1.9 Identificacdo por meio dos testes bioquisie fisiologicos com Kits APl 50 CHB e
API 20E

Foi preparada uma suspenséo celular das duas ambatterianas isoladas dos lotes
D e E da puba, ambas de bacilos a serem identiicadseguido o protocolo sugerido pelo
fabricante. Apés, incubou-se por 34-48h em estufaaiiolégica a 37 °C e anotou-se 0s
resultados obtidos das cartelas 50 CHB e 20E.z0Otitse entédo o software APILAB Plus

(BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca) para obtengdms resultados.

4.3.2 Analise Quimiotaxonémica

4.3.2.1 Protocolo da Analise de Esteres Metilices Atidos Graxos (FAME) - Sistema
SherlocR - Microbial Identification System (MIDI)

A identificacdo quimiotaxondmica dos isoladosBaeillus sp. designadas como C3
e P5 foi realizada por meio da analise do perfiicidos graxos totais das células bacterianas,
detectados e quantificados por cromatografia gasosao ésteres metilicos dos acidos
graxosfFatty Acid Methyl Ester FAME). As andlises foram feitas no Laboratério de
Biodiversidade e Biotecnologia Aplicada ao Meio Aemte (LBBMA), Universidade Federal
de Vicosa (Vicosa, Brasil). Células bacterianasarforcoletadas a partir de uma cultura
emlrypticase Soy Broth AgafTSBA)e submetidas as etapas de saponificacéolag@et,
extracdo de &cidos graxos e lavagem, empregando-ki Instant Fame(Sistema de
Identificagdo Microbiana, Microbial ID Inc., NewarkDelaware), de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Sasser, 2006).

O extrato, contendo os ésteres metilicos dos sai@daxos, foi entdo analisado em
um cromatografo a gas Agilent 6890 usando padréesalibracdo (# 1300-AA, MIDI, Inc.).
O software de identificacdo microbiana Sherfo¢MIDI, Inc., versdo 4.5) foi usado para
designar os picos de GC para estruturas de acidgsgjindividuais. A identificacao foi feita
por &acidos graxos comparativos com banco de dados microrganismos aerobios de
sistemas de amostras ambientais (Sheflddicrobial biblioteca TSBA, verséo 4) utilizando
as bibliotecas de referéncidsstant Environmental TSA libraryITSA1.0) e/oulnstant
Environmental R2A librarfIR2A1) do sistema Sherlock® Microbial Identifizat System

(MIDI Inc., Newark, DE). Neste sistema, a idenafjéo em nivel de espécie baseia-se no
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indice de similaridade (Sl), que é um valor nunwér{@-1) que expressa 0 grau de
similaridade da composicdo de ésteres metilicaxdi®ws graxos entre as amostras testadas e
aquelas depositadas nas bibliotecas de referén8ssm, as amostras com indice de
similaridade/semelhanca (IS) de 0,5 ou mais e adpaidlos outros organismos nha biblioteca
com pelo menos 0,100 indicam boa qualidade deiftbagio e foram considerados como
micro-organismos identificados. Se o Sl encontrestd entre 0,3 e 0,5 e bem separado da
segunda escolha (> 0,1 de separacédo) pode ser anogigdo de identificacdo mas uma
linhagem atipica (KUNITSKY et al. 2006).

4.3.3 Analise Filogenética

4.3.2.1 Protocolo de extracdo de DNA

Retirou-se uma algada de coldnias do micro-orgamism questdo de uma cultura em
placa com meio BHI solido e transferiu-se para 5delcaldo BHI. Incubou-se por 24 h a
30°C. Coletou-se 1 mL do caldo da cultura do cresoto dos doi8acillussp. com 24 h de
crescimento em tubos de microcentrifuga de 2 mdreist Centrifugou-se por 3 min a 12.000
g. O DNA deBacillus sp. C3 e deBacillus sp. P5 foram entdo extraidos utilizand®d
Genomic DNA kit(Promega Corporation, Madison, WI, EUA) segundstrutdes do
fabricante.

Aplicou-se o produto resultante da extracdo de [NAum gel de agarose a 1% para
visualizar a qualidade do DNA e o mesmo também dgieantificado utilizando-se um
espectofotometro (Nanodrop, Thermo Scientific, USRjocedeu-se a etapa de PCR ou

congelou-se para posteriormente usar o DNA extrnaéda o PCR.

4.3.2.2 Reagao em Cadeia da Polimerase

As Reacdes em Cadeia da Polimerase foram realizaoigsegando ogprimers
universais 27f (5"-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 1525r (5
AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3), conforme Lisboa et al.(@6) para o sequenciamento
do gene rRNA 16S.

As condi¢cdes da PCR utilizadas foram: desnaturagéml por 5 min. a 95 °C, 30

ciclos de 30 s a 95 °C para desnaturacao, 1 n3id.sea 46 °C para o anelamento dos primers,
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80 s a 72 °C para extensao e 7 min. a 72 °C p&asdo final (Adaptado de Horisawa et al.,
2009). O produto de PCR foi avaliado atraves delgelgarose 1%.

4.3.2.3 Purificacdo das amostras de PCR

Os fragmentos amplificados foram purificadas wiido-se para um volume de 50 puL
de PCR: 18 pL de produto de PCR; 1,9 pL de acetatamoénio 7M gelado e 20 uL de
isopropanol a 4 °C. Misturou-se tudo em um microtabhomogeneizou-se no vortéx por 15
segundos. Apds, centrifugou-se por 15 min. A 13.§08p0os este periodo, descartou-se 0
sobrenadante e a amostra foram acrescentados 1R4de petanol 70% a temperatura
ambiente. Centrifugou-se por 5 min a 13.000 g n@rdaey Descartou-se o sobrenadante.
Colocou-se para secar em bloco térmico a 50°C @ani8. Apos, ressuspendeu-se o pellet
com 10 a 20 pL de agua Mili-Q, homogeneizando-se. ixeixou-se por 2 h no banho amido
a 37 °C owvernighta temperatura ambiente. Fez-se um gel para \@réipresenca de uma
anica banda. Os amplicons foram sequenciados @dorhtorio ATCGene no Departamento
de Biologia Celular e Molecular da Universidade éfatl do Rio Grande do Sul (Porto
Alegre, Brasil). O algoritmo BLAST foi utilizado pabusca por sequéncias homoélogas no
GenBank e, para alinhamento destas sequénciagouwtie o software BioEdit. Para a
construcdo dos dendogramas as sequéncias do gé&k 1BS foram checadas para
qualidade, alinhadas e analisadas usando o soffifaed v.0.20425 (ERWING; GREEN,
1998), Phrap v.0.900319 (GORDON; ABAJIAN; GREENQ2pe Consed 12.0 (GORDON;
ABAJIAN; GREEN, 1998). As analises filogenéticassditendogramas foram baseadas nas
sequéncias de rRNA 16S e foram construidas nagraMega versédo 4.0 (KUMAR et al.,
2004). A arvore foi construida a partir do métod® Nkighborjoining, utilizando-se o
modelo evolutivo de substituicdo nucleotidica de#lia-2-parametros. A confiabilidade dos
nds foi avaliada através de 1000 réplicas Bimtstrap Foi incluida pelo menos uma
sequéncia de, no minimo, uma espécie de cada gegapohecido para o géndBacillus
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4.3.4 Caracterizagao da atividade antimicrobiana

4.3.4.1 Obtencéao do extrato bruto da cultura

4.3.4.1.1 Preparacéo do pré-inoculo

As colbnias deBacillus sp. foram reativadas em BHI solido foram coletadas por
raspagem e transferidas para frascos ErlenmeyE25enL. contendo 20 mL de caldo BHI. A
cultura com o pré-inéculo foi incubada a 37°C pérh2 em incubadora com agitacdo del25
rpm.

As coldnias do micro-organismo produtor, estocaslasagar BHI, foram coletadas
por raspagem de placas e transferidas para frasiemeneyer de 125 mL contendo 20 mL de
caldo cérebro coracdo (BHI). A cultura com o préciro foi incubada a 37°C por 24 h, em
equipamento incubador com agitagashacker(125 rpm).

4.3.4.1.2 Obtencéao do inéculo

Uma aliquota de 1% (v/v) do pré-inéculo foi tramsfa para um frasco Erlenmeyer de
500 mL contendo 200 mL de caldo BHI. A culturaifesubada por 24 h em incubadora com
agitacao (125 rpm) a 42 °C. ApoOs este periodo Jtaraufoi centrifugada durante 15 min. a
10.000 g. O sobrenadante foi esterilizado posfifio através de filtros de celulose com poros
de 0,22um acoplados a seringas (para volumes pequenosgdiamte filtragdo & vacuo com
filtros de silica de 0,2@m (para volumes grandes). O filtrado foi conservawiogeladeira a 4

°C até utilizacdo, por um periodo maximo de 7 dias.

4.3.4.1.2.1 Espectro de agéo

A atividade antimicrobiana do sobrenadante brutotreoas culturas indicadoras
descritas no item 4.1 foi avaliada pelo método iflesdlo em agar modificado (KIMURA et
al., 1998; MOTTA; BRANDELLI, 2002). Para isto, fanapreparadas suspensodes das culturas
indicadoras em solucéo fisiolégica com® télulas/mL (correspondente a 0,5 na escala de
Mac Farland) e espalhadas cemabem placas contendo os meios de cultura apropriados

para cada espécie de micro-organismo a ser te@i#8 ou BHI). Aliquotas de 20 uL do
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sobrenadante bruto (centrifugado e filtrado) Bhecillus sp. C3 eBacillus sp. P5 foram
aplicadas, sob a forma de wpot diretamente sobre o agar solidificado em placasendo
agar BHI ou MRS e previamente inoculadas com aesssim das bactérias indicadoras.
Zonas de inibicdo, com a formacdo de halos e aizséeccrescimento ao redor do indculo,
foram medidas apés incubacdo por 24-48h a 37 °@ando a presenca de substancias
inibidoras. Os halos foram medidos com paquimeigitadl (Mitutoyo, Digimatic Caliper,
Japan) com precisao para 0,01lmm. O teste foi egfliem duplicata com dois sobrenadantes

obtidos em diferentes datas.

4.3.4.1.2.2 Qutras condicdes de cultivo

Para este ensaio, foram utilizadas as seguinfgies de bactériBacillus cereus
ATCC 14579;B. cereusA-1 (isolado de pubap. cereusB-2 (isolado de pubalB. cereu€-
3(isolado de pubapB. amyloliquefaciendATCC 23350,B. subtilisATCC 6633,B. subtilis
DSM 3258,B. subtilisATCC 21228,B. subtilisATCC 7971,Corynebacterium fimNTCS
7547,E. coli ATCC 25922 Lactobacillus fermentumATCC 9338, Listeria monocytogenesL.
monocytogene6477,L. monocytogenes 15113, L. monocytogenes 191XAphocytogenes
19115, S. aureuATCC 25923 S. entericaser. Typhimurium ATCC 13311, Weissela
paramesenteroide@solado de alimento). As mesmas foram reativadapendendo da sua
espécie, em agar BHI ou agar MRS.

No ensaio de determinagdo da atividade antibanterfaram também analisadas
algumas condicbes de crescimento e producdo da(gsivel(is) substancia(s)
antimicrobiana(s), pelos dois micro-organismos degsfos, utilizando os meios BHI e TSB
(Tryptic Soy Broth) (Tabela 2).

Tabela 2 Condi¢Bes de crescimento testadas para a prodiagdp substancia(s) antimicrobiana(s)
emshaker

Condicdo Meio Temperatura (°C) Temperatura (°C)
1 TSB 30 30
2 TSB 30 42
3 TSB 37 42
4 BHI 30 30
5 BHI 30 42
6 BHI 37 42

Tempo de Incubacgédo: 24 h. Agitacdo de 125 rpm.
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A atividade antibacteriana dos sobrenadantes teraénada conforme ja descrito no
item 4.3.4.1.2.1e as zonas de inibicdo foram medigas incubacédo por 24 h a 37 °C.

4.3.4.1.2.3 Deteccéao da atividade antifungica

Foram utilizados para este ensaio o0s seguintegosurfilamentosos:Fusarium
oxysporunt. sp.lycopersici, Aspergillus flavus, Aspergillus funtigs, Aspergillus nigee a
leveduraCandida. Os mesmos foram inoculados em placas de agar BDgar(Batata
Dextrose) e incubados por 72 h antes de seremaatis para a contagem de esporos e teste
da atividade antifangica.

Para o teste da atividade antifingica adicionoG-gsel de agua esterilizada sobre o
crescimento da colbnia fungica na placa de Petora umswal cuidadosamente, foram
raspadas as estruturas fungicas. Apés, pipetostisedgua com 0s esporos da espécie de
fungo em questédo e colocou-se em um frasco edfaitdio pipetou-se 10 pL desta suspensao
de esporos e 990 puL de® estéril em um microtubo e misturou-se bem. Piosteente,
colocou-se 5 pL da suspensdo em uma camara de INgubafez-se a enumeracao dos
esporos em cinco campos.

O numero de esporos contados em cada campo foiphimaitlo por cinco (5), para
obter-se o valor final de esporos contados no©aampos. Entédo, a partir da quantidade de
esporos, calculou-se a quantidade de esporos geealser adicionada para cada placa, onde
fez-se semeadura destes esporos atravésuiglateem Agar Batata (BDA) semi-sélido.

Calcula m1Xvl = m2Xv2, sendo que:
m1: numero de esporos existentes na suspensao.
v1: volume a ser adicionado no Agar semi-sélido.
m2: numero de esporos que se deseja na suspensao.
v2: volume final de Agar semi-sélido.

Apos, inoculou-se, sob a forma de um “spot” dgu20 o micro-organismo produtor
em caldo BHI ou o sobrenadante do mesmo, liofiizadnédo liofilizado. As placas foram
incubadas por 72h a 30 °C. Todos os experimentasnfoealizados no minimo com duas

repeticoes.
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4.3.5 Avaliagéo da capacidade de producéo de bioskctantes

4.3.5.1 Verificacdo da atividade hemolitica em pkde Agar sangue

O método utilizado por Hsieh et al (2004) foi nfmdido como
segue. Colbnias dgacillussp. C3 eBacillussp. P5 foram selecionados e cultivadas por 24 h
em caldo TSB a 37 °C e inoculadas, posteriormameplacas de agar Triptcaseina de Soja
(TSA) acrescidas de 5% de sangue de carneiro, amcladse a 37°C, por 24 h. A presenca de
uma zona de hemolise ao redor da coldnia indicdyp@o de um biossurfactante, apesar de

esta ser uma medida indireta.

4.3.5.2 indice de emulsificacio.gE

A avaliacdo do indice de emulsificacdo (COOPER; GENBERGER, 1987) foi
realizada utilizando culturas e sobrenadanteBasdlussp. C3 eBacillussp. P5 crescidos em
meio BHI, e em meio de Landy acrescido de glutamatarginina(Apéndice B) a 37 °C por
24 h com agitacdo de 125 rpm, porque o0 biossurfeectpode ser excretado no meio ou
permanecer fixo ao envoltorio celular do micro-oigmo. Para este teste, 2 mL da cultura ou
do sobrendante foram misturados a 3 mL de compdstivsfobicos (6leo mineral, xileno,
tolueno e biodiesel de soja), em tubos de ensafando chato (100 mm x 15 mm), sendo a
mistura agitada em vortex por 2 min. e os fras@sadlos em repouso por 24 h. Apos este
periodo, foi determinado o indice de emulsificap&ta seguinte formula (VELHO et al.,
2011):

E.4 = (altura da coluna emulsificada)/(altura total)0oo.

4.3.5.3 Tensao superficial

A medida da tenséo superficial foi avaliada na aciséde células microbianas, de
Bacillussp. C3 e d®acillussp. P5, removidas por meio de de centrifuga¢cd®,.@00 g por
15 min. Esta medicao foi efetuada, para as duasgres; apds o crescimento em trés meios
de cultura: caldo BHI, caldo Landy com argininaaédo Landy com glutamato (24 h). As

amostras permaneceram por 30 min. a temperaturac@ai@be a tensdo superficial foi
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determinada na auséncia de células microbiandsamiilo-se um tensiémetro (Kriiss, modelo

K100, Alemanha). Como padres utilizou-se a agséldda (72 mN i) e etanol (24 mN i
1
).

4.3.6 Pesquisa de genes de lipopeptideos (surfaatinturina A) e de bacteriocinas
(subtilosina A e subtilina).

4.3.6.1 Extracdo de DNA

Foi realizada a extracdo de DNA também das cultutdzadas como controle
positivo,deBacillus subtilisATCC 6633 eBacillus subtilisDSM 3258, utilizando-se &V
Genomic DNA kit(Promega Corporation, Madison, WI, EUA) segundstrucdes do
fabricante.

4.3.6.2 Condicbes da PCR

Amplificacdes dos genesp,ituD, sboA e spafdram realizadas por PCR c@rimers
especificos (Tabela 3). Primers pafgoram usados para amplificacdo de um fragmento de
675 pb, correspondente a surfactinBaigllus subtiligHSIEH et al., 2004), parguD foram
empregados para a obtencédo do fragmento de 12@®pbspondente a iturina ABacillus
amyloliquefaciendiSIEH et al., 2008). Os iniciadores paloA espaSoram usados para
amplificacdo de fragmentos de 734 e 566 pb, cooregntes ao grupo de genes de
subtilosina AdeBacillus subtilis(GenBank No. AJ430547) e ao cluster génico deilsubt
deB. subtilis (GenBank No. UQ09819), respectivamente. PCR foradbd utilizando
utilizando-se as recomendacdes do fabricante ermemnocicladoMastercycler® Personal
Eppendorf(Eppendorf AG,Barkhausenweg 1, 22339 HamburgomAleha), sob os seguintes
parametros:desnaturacao por 1 min. a 94 °C, anatarper 1 min. a 50 °C, alongamento por
1,5 min. a 72 °C num total de 30 ciclos para itrk e desnaturacdo por 1 min.a 94 °C,
anelamento por 30 s a 46 °C, e alongamento ponlarii2 °C por um total de25 ciclos para
surfactina. Para subtilosina A e subtilina foramlizaidos os seguintes parametros:
desnaturacao por 1 min. a 94 °C, anelamento pos 8050 °C ¢boA ou 55 °C §paJe

alongamento para 1 min. a 72 °C num total de 36<ic
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Tabela 3.Primersespecificos para genes funcionais das bacter®einie lipopeptideos.

Bacteriocina/ Primers Sequencia do Primer (5’-3) Referéncias
Lipopeptideos
Surfactina sfp-F ATGAAGATTTACGGAATTTA HSIEH et al.,
sfp-R TTATAAAAGCTCTTCGTACG 2008
Iturina A ituD-F ATGAACAATCTTGCCTTTTTA HSIEH et al,
ituD-R TTATTTTAAAATCCGCAATT 2008
Subtilosina A shoA-F TAAACCTCATAAAAAGCATTTCCTT VELHO,
shoA-R GGTAGATCCAAGAGGTATATTTTAG 2010
Subtilina spaS-F TGTAGGGTTAGGGGTATTAAACATG VELHO,
spaS-R AGCAAGGTGATGCTAATGGTTTTAC 2010

4.3.6.3 Métodos de sequenciamento

Os produtos de PCRs foram sequenciados no Labiora#@@TGene (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, Brasil) utilizip o sequenciador automatico ABI-
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems Atlé o kit BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems, EWAnetodologia usada corresponde ao
método de interrupcdo da cadeia automatizado (SANGE al.,, 1977). Dados de
sequenciamento foram obtidos utilizando os softwhrecoleta de dados v1.0.1 (Applied
Biosystems). O algoritmo BLAST foi usado para remap para sequéncias homologas no
GenBank (Centro Nacional de Informacédo Biotechnogwl[http://www.ncbi.nlm.nih.gov]),
utilizando o software CLUSTAL W, versédo 1.8 (Thormop<t al. 1994).

4.3.7 Avaliacdo da atividade antimicrobiana e de bssurfactante ao longo da Curva de

crescimento deBacillus sp. P5

Uma aliquota de 1 mL do pré-inéculo Bacillus sp. P5, incubado anteriormente em
shakercom agitacéo de 125 rpm a 37 °C por 24 h, fosteaia para um Erlenmeyer de 250
mL contendo 150 mL de caldo BHI e incubado novameob agitacdo (125 rpm) a 42 °C
por 24 h. Este foi considerado o ponto zero daacuivmedida da absorbancia a 600 nm, a
determinacdo das UFC/mL, das UA/mL, a producaoidssbrfactantes e a medicdo de pH
foram realizadosnos seguintes tempos: 0, 3, 6,29,24, 30, 36, e 48 h de incubacéo,

totalizando 9 pontos. As medidas foram realizadasriplicatas.
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4.3.7.1 Determinacdo das Unidades Fomadoras der@addpor mililitro

Durante o tempo de realizacéo da curva de crestimen seja, por 48h monitorou-se
o crescimento deBacillus sp. P5. Para isto, foram feitas diluicbes decinmsesiadas
em solucdo salina 0,75% em cada ponto da curvas Agddiluicdes decimais terem sido
realizadas 100 pL destas diluigbes foram inoculasosduplicata em placas de agar BHI e
espalhadas com auxilio de uma al¢a de Drigaslkiqaoédo espalhamento em superficie). As
placas que apresentaram de 30 a 300 colbnias fooatadas apds incubacao a 37 °C, por
24h. Os resultados foram expressos como o valoriom#gal nimero de células viaveis
deBacillussp. P5 (logUFC.mt) das trés repeticdes.

4.3.7.2 Outras analises realizadas durante a cule@&rescimento

Paralelamente, realizou-se a leitura do pH dosvoglt(pHmetro pH 21, Hanna
Instruments, Brasil), a atividade antimicrobianatcaB. cereusATCC 14576 e a atividade
antifingica contrausarium oxysporum sp. lycopersiciutilizando-se tanto o sobrenadante
da cultura quando o caldo de cultura com as cékilasnedicdo do indice de emulsificacdo
(Ez4), conforme descrito no item 4.3.5.2., nos mesraogbs descritos no item 4.4.1, até 48h.

4.3.8 Efeito do sobrenadante da cultura d®acillus sp. P5 sobre o crescimento de.
monocytogeneBTCC 7644 e deB. cereusATCC 14579 (Curva dose-resposta)

Neste experimento buscou-se avaliar a sensibilidatle monocytogeneATCC 7644
e deB. cereusATCC 14579, durante o seu crescimento frente a@texbruto (sobrenadante
filtrado) da cultura d8acillussp. P5.

Pré-inéculos dd.. monocytogeneATCC 7644 e deB. cereusATCC 14579 foram
preparados em Erlynmeyers contendo 50 mL de meip iBEUbados em estufa a 37 °C por
18 h. ApOs este periodo de incubacdo 1% do preuhaofoi inoculado em novos
Erlynmeyers contendo 50 mL de meio BHI, em trighcpara cada bactéria. Como controle
utilizou-se um cultivo de.. monocytogeneATCC 7644 e dd. cereusATCC 14579, sem
adicao do sobrenadante.

Para o cultivo controle, a cultura indicadora fieoculada em meio BHI e em

intervalos regulares de 2h, aliquotas foram coéstgzhra acompanhamento da absorbancia
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determinada em espectofotdbmetro (600 nm) e contagemimero de unidades formadoras
de colbnias por milimitro (UFC/mL). Para a deterag&o de UFC/mL foi utilizado o método
descrito no item 4.4.1.1 realizando-se as diluigdesimais e utilizando-se o0 método do
espalhamento em placa. As placas foram incubadas4foh, a 37 °C em estufa
bacteriolégica. A contagem foi realizada na dilaigihde as col6nias estivessem isoladas,
entre um minimo de 30 e maximo de 300 coldnias esgltados foram expressos em log
UFC/mL.

Para o cultivo teste procedeu-se como para ovouttontrole, porém, apos 4h de
incubagdo, 5 mL do extrato bruto 8acillus sp. P5 equivalentes 800 UA frente as duas
bactérias testadas, foram adicionados as culteras monocytogeneATCC 7644 e o efeito
e modo de acdo da substancia antimicrobiana focam@anhados em intevalos regulares de
2 h, sendo o experimento realizado durante 12 hrelatizadaa determinacédo do numero de
UFC/mL e os resultados foram comparados aquelesultara controle, sem adicdo da

substancia antimicrobiana.

4.3.9 Inducéo/ativacao da producéo de substanciaatanicrobianas

Para estes testes de inducdo (ativacdo/estimulo)prdducdo da substancia
antimicrobiana poBacillussp. P5 células de diversos micro-organismos sdaarante e
inativados termicamente (mortos pelo calor em dave¢ foram adicionados a um cultivo em
caldo BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid) contendo 18 um pré-indculo da linhagem
produtora e incubada a 42°C, sob agitagdo (125.rporam realizados trés (3) tipos de
experimentos distintos: a) adicdo, separadameatecélulas de quinze espécies microbianas
patogénicas ao homem ou animais ou ainda fitopag&genativadas termicamente, listadas
abaixo; b) adicdo das células de treze (13) esp@aierobianas isoladas do mesmo lote (E)
de fabricacdo do qual foi isolado Bacillus sp. P5, sendo que doze espécies foram
identificadas como sendo bactérias acido-lactiBad ] e uma espécie de levedura; c¢) adi¢cao
do sobrenadante de cinco (5) espécies selecionadiie as espécies anteriores que
apresentaram melhores resultados quanto ao aumheitividade antimicrobiana dacillus
sp. P5.
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4.3.9.1 Preparo das culturas indicadoras

Preparou-se inoculos em 10 mL de caldo BHI dos istgi micro-organismod-.
monocytogenes 15113, L. monocytogenes 19112, Loaytogenes 19115, E. cATCC
25922 S. aureusATCC 25923 B. cereusATCC 14579 Corynebacterium fimNTCS 7547
S. entericaser. Typhimurium ATCC 13311 Aspergillus flavus(patégeno alimentar)
Fusarium oxysporuni. sp. lycopersici(Fitopatégena) Penicillium chrysogenum, Diploidia,
Aspergillus fumigatugpatégeno humanp)Penicillium roquefortie Aspergillus flavu$B1
(micotoxigénico); e de micro-organismos isoladoslate E, mesmo lote de fabricacéo da
puba, do qual foi isolado Bacillussp. P5Lactobacillus acidophilug€1-244l. plantarunitl-
227, L. plantarumEPF-255,L. plantarum EPF-256,L. plantarum EPF-257Lactobacillus
fermenturz2-237 L. fermentumE2-238, L. fermentumE4-249,L. fermentumE4-250, L.
paracaseiparacasdt3-241,L. brevisE2-248|.. plantaruniE2-236ePichia kudriavzeviEPF-
292

Incubaram-se os tubos com o0s micro-organismos &Q7%por 24 h em estufa
bacteriologica ou sob agitacéo, caso fosse neagsdéracordo com cada micro-organismo,
de modo a obter uma alta densidade celular. Posternte, autoclavou-se estes tubos de
ensaio por 121°C por 30 min. Apoés, centrifugou-séese 10 mL aliquotando-os em
microtubos estéreis e centrifugou-se por 10.000rglp-15 min para a obtencéo dos pellets
de células mortas. Retirou-se 0 meio de cultura coidado e, apos, lavou-se pelo menos
uma vez as células com uma solucdo salina ou neecultura adicionando-se ao cultivo da
bactéria produtora. Centrifugou-se mais uma vea phtencéo dogelletse entdo, retirou-se
a solucdo de lavagem. Com os pellets nos 10 mhmosfueste foram reunidos em um (1)
microtubo com volume final de pelo menos 1 mL. P&so, lavou-se cada microtubo
retirando-se opellet de cada um deles com 500 pL de caldo BHI, de noui® cada
microtubo era lavando passando-se todo material @&nbo seguinte. No final obteve-se um
volume final de células mortas de 1 mL. Estaslaglfioram adicionadas ao cultivo da
bactéria produtora a fim de avaliar alguma provanducédo da producdo das substancias
antimicrobianas em estudo, pela presenca de céiubatas no meio de cultura (MOTTA,
2007; BENITEZ, 2011).

Cinco culturas foram utilizadas para o teste deighd com sobrenadantes por terem
apresentados melhores resultadosrynebacterium fimNTCS 7547 Aspergillus fumigatus
(patégeno humano),. brevis E2-248, L. fermentumE4-249 el. plantarum EPF-257. O



92

sobrenadante das culturas ativas autoclavadastidiogoor centrifugagdo a 10.000 g por 10-
15 min para a obtencdo dos pellets de células ma@tgprocedeu-se cnforme descrito

anteriormente acima.

4.3.9.2 Cultivo e producéo da substancias antinb@oas

Neste ensaio foi feito um pré-inoculo da culturadotora deBacillus sp. P5 em 30
mL de caldo BHI e incubou-se a 37 °C por 24 h eakehcom agitacdo (125 rpm). Apos 1%
(0,5 mL) deste pré-indculo foi adicionado em 50 dd_caldo BHI em frascosErlenmeyer e
incubou-se por mais 24h a 37 °C, no 3° dia fezes® imoculo de 1% e incubou-se por 24h a

42 °C. A partir de entdo formou-se 2 grupos emiayab:

a) ControleErlenmeyer com 49 mL de caldo BHI + 0,5 mL do préeulo + 0,5 mL de
meio de cultura BHI, em triplicata.

b) Teste:Erlenmeyer com 49 mL de caldo BHI + 0,5 mL do m&eculo + 0,5 ml das
células mortas (inativadas termicamente) da -cultimdicadora/indutora ou do

sobrenadante da cultura, em triplicata.

ApoOs o preparo das amostras nos frascos Erlenngeyecubacdo das mesmas em
shakere foi estabelecido o intervalos para retiradaasiagstras no tempo de 24 h de cultivo e
procedeu-se a leitura da contagem de UFC/mL eardetacdo das UA/mL de cada um dos

frascos.

4.3.9.3 Determinacédo das Unidades Fomadoras der@addor mililitro

Apos o tempo de cultivo de 24 h foram realizadhsgdes seriadas em solucao salina
tamponada (PBS) (1:10, p/v). 20 pL de cada dituigdiam inoculados sob a forma de um
“spot” em duplicata em placas de agar BHI. As ciei§rioram contadas apos incubacéo a 37
°C, por 24h. Os resultados foram expressos comalar médio da contagem viavel de
Bacillus (logUFC.mL?) de duas repeticdes.
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4.3.9.4 Determinacao das unidades arbitrarias pdiitno

A atividade antimicrobiana apds a inducao/ativaithcavaliada utilizando-se como
culturas indicadorakisteria monocytogeneBTCC 6477 eBacillus cereusATCC 14579 e
para o teste com as bactérias lacticas isoladaputla também foi utilizadd-usarium
oxysporumf. sp. lycopersici como indicador de atividade antifiungica e as medida

atividades foram realizadas pelo método da diluggi@da, conforme descrito no item 4.4.2.
4.3.10 Purificacdo de bacteriocinas e lipopeptideos

Diversos passos e diferentes métodos foram exemutgwhra purificacdo de
bacteriocinas e lipopeptideos. Em cada um deleguantificada a atividade antimicrobiana
através da titulacdo do extrato bruto (UA/mL) (@onfe item 4.4.4.2). A seguir serédo
apresentados os métodos de purificacdo que fordimadbs com sucesso para o isolamento

de bacteriocinas e lipoeptideos.
4.3.10.1 Crescimento da cultura e obtencéo do swutante

O micro-organismo produtor foi crescido frascosemmeyer contendo 200 mL de
caldo BHI, pH 7,5. Para a obtencédo do sobrenadantealizada uma centrifugacao a 10.000
X g por 15 min. a 4°C. Apés, foi realizada a primettapa de purificagdo, obtendo-se a

substéancia parcialmente purificada.
4.3.10.2 Titulacdo do extrato bruto

Foi utilizado o método da diluicdo seriada pareemeinar o niumero de unidades
arbitrarias por mL no sobrenadante bruto. O solanetedfiltrado em filtros com porosidade
de 0,22um (Millipore Corporation, Bedford, MA, E.U.A.), faililuido sucessivamente em
placas de microtitulagcdo a partir da proporcao (¥/I) em solucéo fisiologica esterilizada
(NaCl 0,85%), tendo-se diluigbes de 1/2, 1/4 , 1/&6, 1/32, 1/64 e assim sucessivamente.
Aliquotas de 2QuL dessas diluicdes foram inoculadas diretamentéomaa de umspot na
superficie de placas contendo agar BHI com umaesissip de f0células/mL (0,5 na escala

de Mac Farland) em solucéao fisioldgica esterilize@daCl 0,85%) déacillus cereusATCC
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14579 ou dd.isteria monocytogene&ATCC 7644. As placas foram incubadas a 37°C por 24
h. O titulo designado como UA/mL foi definido corsendo a reciproca da maior diluicdo
que apresentou halo de inibicdo (KIMURA et al., 899Em seguida, a atividade
antibacteriana foi calculada e expressa em unidadesarias (UA/mL) empregando-se a
formula: “UA = titulo X 1000 uL X ¥ (uL)” sendo o “v” o volume do extrato utilizado no
ensaio (BATDORJ et al., 2006), que foi de normali@@® pL.

4.3.10.3 Teécnicas de extracdo empregadas para afigagdo de bacteriocinas e

lipopeptideos
4.3.10.3.1 Extracéo dos lipopeptideos e bactedsqgnor precipitacdo acida ou por butanol

A extracdo dos lipopeptideos no sobrenadante tarauwdo Bacillus sp. P5 foi
realizada por meio de precipitagdo acida de acoodo Cooper et al. (1981) e com Nakano,
Marahiel, Zuber (1988). As bacteriocinas foramraxias com butanol de acordo com

KAWULKA et al. (2004) e STEIN (2008).

4.3.10.3.1.1 Extracdo com butanol do sobrenadintailtura

A cultura bacteriana foi obtida através de inociae crescimento em caldo BHI por
24 h a 37 °C (pré-indculo). Apos este tempo, fea-s@culo a 1% em caldo BHI e em caldo
de Landy e incubou-se por diferentes tempos (6, 836h) a 37 ° C.

Decorridos estes trés diferentes tempos de culiivimculo, centrifugou-se a cultura
a 10.000 g, por 10-15 min. a 4°C. Apés, adicior®¥sdo volume de n-butanol(Merck) e
agitou-se por 1 h com auxilio de um agitador magoé&m capela de exaustdo quimica. A
mistura foi entdo transferida para um funil deasagdo e deixada em temperatura ambiente
overnight

Posteriormente, a fase organica (superior) foi enomtada em vacuo (liofilizada)
obtendo-se um residuo amarelo, que foi suspenddmetanol (10 mL por litro de cultura) e

submetido a cromatografia de fase reversa (cold@aaCoplada ao HPLC).
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4.3.10.3.1.2 Extracdo &cida de lipopeptideos Boesadante da cultura

Os sobrenadantes obtidos conforme descrito no daterior foram precipitados
através da adicao de HCI concentrado até pH 2 8tri€gou-se por 30 min. a 10000 K
Dissolveu-se o precipitado em agua destilada, ajdstse o pH para 7,0 com NaOH.
Manteve-se a suspensao a 4°C overnigth, entdooadicse 0 mesmo volume de
diclorometano e deixou-se em repouso por 30 miemgperatura ambiente, quando realizou-
se nova centrifugacdo 15 min. a 10000QyXRetirou-se a fase aquosa (superior) e, apds a
evaporacao do diclorometano obteve-se um precpitaanco que foi dissolvido em 0,5a 1
ml de etanol e foi utilizado para a etapa cromdficpa (COOPER, 1981; NAKANO;
MARAHIEL; ZUBER, 1988).

4.3.10.3.1.3 Extracéo dos lipopeptideos com butdaohatriz alimentar Puba (Lote E)

Foram utilizadas duas formas de extragao:

a) 20g de massa de puba foram diluidas em 40 mL da dgstilada e
misturadas com ¥ de butanol deixando-se em agitagémigth. Apds este
periodo, o liquido da porcgéo superior foi separado.

b) 20g de massa de puba foram diluidas em 40 mL deblué deixados
em agitacdo por 6-8h. A fase superior foi separmao descrito no item a.

Ambas as amostras foram liofilizadas.
4.3.10.3.2 Cromatografia de fase reversa

Os extratos butanodlicos e aqueles obtidos por gitacido acida foram submetidos a
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) (Sdrnamodelo Prominance, Detector UV:
SPD-20A - UV/VIS, injetor: SIL-20A Prominance Autampler). As colunas utilizadas
foram Shim-Pack CLC-ODS (M) PN22817873-92 C18, A0pere size 5 um particle size
column Shimadzu e SephaSfl Peptide C18 5 pm ST 4.6/250 C18, 10(@dre size 5 pm
particle size columnAmersham Pharmacia Biotech.

Nas corridas designadas como de numero 1, 2, & 18 as colunas foram equilibradas
com a seguinte condicao de eluicdo: de 0-10 mase movel A (acido trifluoroacético - TFA
0,05 %v/v em agua MiliQ), 10- 40 min: gradienteGe 100 % de fase moével B (100 % de
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acetonitrila - CHCN) e de 40-50 min: apenas fase mével B. Nas @8 5, 6, 8,9, 10 e
12 a condicdo de eluicao utilizada para equililisacolunas foi de 0-10 min: fase mével A
(TFA 0,05% ) acrescido de GEN 100% (8:2 v/v), 10-40 min. utilizou-se um grade de
20% a 100 % da fase mével B (¢EN 100%) para a separacao dos lipopeptideos e-86 40
min. foi usada apenas a fase mdével B (100 %@N\Y. Uma taxa de fluxo de 1 mL/min. foi
utilizada em todas as corridas. As fragcoes eluildascolunas foram monitoradas a 220 e 280
nm.

Todas as fracdes (1 mL) foram coletadas, liofilegad suspensas em 50 pL de agua ultra
pura (mili-Q) para realizacdo do teste de ativida@imicrobiana. As fragbes que
demostraram atividade contBa cereusATCC 14579 e/ou contr&.monocytgene@TCC
7644 foram selecionadase submetidas a espectrantgtrimassas. Todos 0s solventes de
HPLC foram preparadas diariamente e filtrados sidu® antes do uso. Todas as solucdes

aquosas utilizadas fora preparadas com agua uitea p

4.3.10.3.3 Preparo das amostras de puba paramspetria de massas

Os extratos butandlicos obtidos da matriz de gatam suspendidos em agua ultra-
pura e submetidos a microcromatografia de fasersauwatilizando-se “ponteiras” Zip Tip®
pipette tipsC18 (Millipore, Darmstadt, Alemanha). Cada “pordéZip Tip® foi equilibrada
com 10uL de ACN 100%, seguida de 10uL3CN 50% /TFA 0,1% e, entdo, duas vezes
com 10uL de TFA 0,1%. Apds o equilibrio, a solucaatendo os lipopeptideos extraidos da
puba foi pipetada de 5 a 10 vezes e o liquidodscdrtado. A “ponteira” Zip Tip® foi lavada
trés vezes com 10uL de TFA 0,1% e, logo apéds, astendoi eluida com 5uL de uma
solucdo de CBECN 60%/TFA 0,1%. Os eluatos foram analisados ppe&sometria de

massas.

4.3.10.3.2.1 Analise dos eluatos por espectomd&imassas MALDI-TOF

Os eluatos que apresentaram atividade antimicraliantraBacillus cereusATCC
14579 e/ou contraisteria monocytogeneATCC 7644, bem como aqueles eluatos obtidos
diretamente do extrato butandlico de puba, forabm®iidos a espectometria de massas
utilizando-se um espectdometro de massas com ld@ozagr Dessorcao a Laser Assistida por
Matriz - Tempo de véo (MALDI-TOF, Mass Spectromegartoflex Ill; Bruker Daltonics,
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Inc) instalado no Nucleo de Biomoléculas do Depaeiato de Bioquimica e Imunologia,
ICB, UFMG.

Para a determinacdo de massa molecular foram dpficaa superficie da placa de
MALDI (MTP AnchorChips 384x600) 1uL da amostra & apalisada acrescida de 1uL da
matriz organica acido alfa-ciano-4-hidroxi-cinamicou 1pL da matriz acido 2-5
dihidroxibenzoico (DHB, Fluka). A cristalizacdo dastura foi feita a temperatura ambiente.
O MALDI-TOF foi operado no modo refletido posiivusando o software Flex Control 3.3
(Brucker Daltonics , Inc.). A calibracdo externaffta utilizando-se a mistura de peptideos
da Bruker Peptide Calibration Standarld (Brucker Daltonics, Inc.). Uma vez obtidos os
valores de massa correspondentes a cada lipopegifdeente nas amostras, estes foram
submetidos a fragmentacdo MS/MS, quando possikal, @mparadosa fragmentacédo dos
padrdes de iturina (lturin A obtida dgacillus subtilis >95% (HPLC) e de surfactina
(Surfactina obtida dBacillus subtilis >98% (HPLC and TLC)S3523 (Sigma-Aldrich; St.
Louis, EUA).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os testes foram realizados, no minimo, coas depeticdes e os resultados das
atividades antibacterianas quando o micro-organiprodutor foi co-cultivado com células
mortas (inativadas) de outros microrganismos foagaliados através de andlise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey, para comparacdo de mgedimsum intervalo de confianca de
95%
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5 RESULTADOS

5.1 SELECAO DAS AMOSTRAS DBacillussp. ISOLADOS DE PUBA
5.1.1 Caracterizacdo bioquimica e fisiologica

Foram enumeradas todas as colonias, crescidas peafisie do Agar MPY, que
apresentaram caracteristicas comuns como a catoragd (manitol negativo) rodeadas por
um halo opaco (lecitinase positiva). Os resultashiglosna quantificacdo foram®10FC/g e
5x10F UFC/g, para as amostras de puba obtidas dos [btesE, respectivamente. Uma
colonia de cada uma das amostras de puba foi @eteta e repicada para agar Nutriente.
Apos a obtencado de cultura pura, identificou-ssyrévamente como sendacillus sp., as
colénias que apresentaram morfologia celulardigie bacilos Gram positivos isolados e em
cadeias (Fig. 7) e cujo teste da catalase foitiposiOs isolados dos lotes D e E foram
denominados dBacillussp. C3 eBacillussp. P5, respectivamente. Os resultados dos demais

testes bioguimicos e fisioldégicos estdo mostraddsinela 4.

Figura 7. (A) Coloragdo de Gram dBacillus sp. P5 isolado de puba. (B) Aspecto da colbnia de
Bacillussp. P5 em Agar Nutriente (37°C — 24h).

Tabela 4 Testes bioquimicos e fisiolégicos dos isoladoe®% recuperados dos lotes de puba D e E.

Isolado Ferm Motil. Reducdo Resist. V.P Hemdlis Cresc. Ca- Cristais
Glic. Nitrato Lisoz. . e Rizoid. tala de
-se  toxina
(C3) + + + - - + - + -
(P5) + + + + + + - + -
Bacillus cereus  + + + + + + - + -

(ATCC 14579)
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Os isolados C3, P5 ek cereudermentaram a glicose em condi¢cdes de anaerobiose,
demonstrado pela viragem da cor do meio de vermpHra o amarelo, apresentaram
motilidade positiva, hemodlise do tipo beta em agmmgue e reduziram o nitrato a nitrito.
Entretanto, apenas o isolado C3 teve os testesiviegde VP e resisténcia a lisozima. Nao
foi observado o crescimento rizéide, com estrutaeaselhantes a fios de cabelos ou raizes a
partir do ponto de indculo, que é caracteristicoBdenycoidesEsta prova diferenci&.
cereusde B. mycoidegBAM, 2012). As duas amostras nao produziram dgats de toxina,
cuja deteccdo ocorre eB thuringiensigBAM, 2012). Adicionalmente, utilizaram-se kits
APl 20CHB e 20E, cujos resultados sdo mostradosTiadelas 5 e 6. A andlise destes
resultados, pelosoftware APILAB Plus, identificou oisolado C3 comoBacilluscereus
1ithuringiensis,com o indice de identificacédo (ID) de 99,1% e mwvde 0,56 de fiabilidade
de identificacdo (T). O isolado P5 foi identificacomoBacillus subtiligamyloliquefaciens
comvalores de 99,8% ID e 0,59 T.

Tabela 5 Resultados dos testes bioquimicos obtidos atidwéstema AP1 50 CHB

NO Teste B.sp. B.sp. NO Teste B.sp. B.sp.
C3 P5 C3 P5
0 Controle - - 25 ESdilina + +
1 GLlcerol + - 26 SAlLicina - +
2 ERitritol - - 27 D-CELobiose + -
3 D-ARAbinose - - 28 D-MALtose + -
4 L-ARAbinose - + 29 D-LACtose - -
5 D-RIBose + + 30 D-MELobiose - -
6 D-XIL ose - + 31 D-SACarose + -
7 L-XIL ose - - 32 D-TREalose + +
8 D-ADOnitol - - 33 INUlina - -
9 Metil-pD- - - 34 D-MelLe4tose - -
Xilopiranosido
10 D-GAlLactose - - 35 D-RAFinose - +
11 D-GLUcose + + 36 AmiDo + -
12 D-FRUtose + + 37 GLlcoGéio + -
13 D-MaNosE - + 38 XiLiT ol - -
14 L-SorBosE - - 39 GENTtobiose - -
15 L-RAmnose - - 40 D-TURanose - -
16 DULcitol - - 41 D-LIXose - -
17 INGOsitol - + 42 D-TAGatose - -
18 D-MAN:itol - + 43 D-FUCose - -
19 D-SORbvitol - + 44 |L-FUCcose - -
20 Metil-a-D-manopiranosido + - 45 D-ARabitoL - -
21  Metil-a-D-glucopiranosido + + 46 L-Arabitol - -
22  N-AcetilGlucosamina + - 47 GlucoNaTo de potéassio - -
23 AM igdalina _ + 48 2-Ceto-gluconato de potassio _ _
24 ARButina + _ 49 5-Ceto-gluconato de potassio _ _

+, positivo (cor amarela); -, negativo (cor vernagltD, duvidoso (cor laranja).
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Tabela 6.Resultados dos testes bioquimicos obtidos atravéstema 20E.

N° Teste B.sp. B.sp. N° Teste B.sp. B.sp.
C3 P5 C3 P5
1 R-galactosidase(Orto Nitrofenil-BD- _ + 7 UREase _ _
Galactopiranosidase)
2 Arginina DiHidrolase + - g8  Triptofano DesAminase - -
3 Lisina DesCarboxilase - - 9  Producéo de INDol - +
4 Ornitina DesCarboxilase - + 10 Producéo de acetoina
(Voges Proskauer) _ +
5 Utilizac&o do ClTrato + - 11 Gelatinase (GELatina) + -
6 Producéo de p$ - - 12 Fermentagdo/Oxidacdo - -
(GLUcose)

5.1.2 Andlise quimiotaxonémica

Os isolados deBacillus C3 e P5 foram submetidos a testes quimiotaxonémicos
utilizando a metodologiade Esteres Metilicos deddsi Graxos - Fatty Acid Metil Ester
(FAME), através do sistema MIDI Sherlock Microbidentification System. A composicao
FAME celular dos isolados foi determinada por crtmgeafia em fase gasosa. O principal
acido graxo apresentado @acillus sp. C3 foi iso-C15: 0 e iso-C17: 0, enquanto caa [o
Bacillus sp. P5 foi anteiso-C15: 0; iso-C15: 0, iso-C17e @nteiso-C17:0 (Tabela 7). E
importante notar que apenas o isolado C3 mostéxides graxos 12:00 e 13:00, enquanto o

acido graxo 17:01 anteiso A foi detectada exclusifate no isolado P5.
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Tabela 7.Perfis de 4cidos graxos Bacillussp. C3 e P5 determinado por analise FAME-MIDI.

Acido graxo Composicao celular de acidos graxos (%)
C3 P5° P5°
(SI)b 0.675 (S1) 0.452 (S1) 0.463

12:0 0.19 - -
13:0iso .97 - -
13:0 anteiso 1.01 - -
14:0iso 5.42 0.73 0.65
14:0 3.33 0.66 0.68
15:0iso 29.74 21.31 19.98
15:0 anteiso 5.34 40.90 41.25
15:1wbc 0.45 - -
16:1w/c alcohol 0.77 - 0.38
Sum in feature 2 4.72 - -
16:0iso 7.58 1.89 2.07
16:1wllc 0.16 2.36 2.61
15:0 20H 0.37 - -
Sum in feature 3 9.52 - -
16:0 4.35 5.84 6.14
17:1 isowl0c 1.43 2.11 2.11
Sum in feature 4 - 1.28 1.37
17:1 isowbc 4.8 - -
17:1 anteiso A 1.35 - -
17:0iso 10.25 10.04 9.78
17:0 anteiso 1.78 11.99 12.66
17:1w/c 0.25 - -
17:0 0.28 - 0.32
18:0iso 0.24 - -
18:3wbc (6,9,12) - 0.88 -
18:1wOc 0.15 - -
18:0 0.40 - -
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perfil de acidos graxos do mesmo isolado a pagtarthlises independentes

®(Sl), o indice de similaridade > 0.5 (numa esdal®-1) foi considerado como uma identificacaotauvel
¢ (-) ndo detectado

Soma na caracteristica 2

Soma na caracteristica 3

Soma na caracteristica 4

Baseado no perfil FAME dBacillus sp. C3 os valores do indice de similaridade (SI)
de 0,675 e 0,563 foram calculados e a identificag@gundo a biblioteca ITSAL1 foi de
Bacillus thuringiensisSC subgrupo A 8acillus cereussC subgrupo A, respectivamente. De
acordo com o critério estabelecido pelo sistema IMjando S| é maior do que 0,5 e
separado dos outros organismos na biblioteca pelmos0.100 este isolado € considerado
identificado, neste caso, corBo thuringiensis Enquanto que pamacillus sp. P5 o valor de
Sl foi de 0,452 parBacillus subtilisGC subgrupo A e 0,407 paBa subtilissubspspizizenii
Quando o teste foi repetido, os valores de Sl fodad63 pardB. subtilissubsp.spizizeniie
0,458 aB. subtilisGC subgrupo A. Neste caso, os valores de Sl fanéemiores a 0,5 e a este
isolado n&o pode ser atribuida confiabilidade awelnide espécies por analise

quimiotaxondmica utilizando FAME-MIDI.

5.1.3 Andlise filogenética

A reconstrucao filogenética de sequéncias de rDR8 & mostrada no dendograma
filogenético na Figura 8.A matriz de dados foi ¢anisla com um total de 1301 pb de cada
sequéncia avaliada. A inferéncia filogenética rewefiue a linhagenBacillus sp. P5 foi
recuperada em um ramo com 92% de suporte juntaroente espéeciB. amyloliquefaciens
enquanto o isolado denominado coBacillus sp. C3 mostrou-se intimamente relacionado
com o grupo formado pela&spécies B. anthracis, B. cereaiB. thuringiensisevidenciando
uma maior similaridade (76%) com a espé&i¢huringiensis

As sequéncias de rDNA 16s obtidas foram depositadasenBank sob os numeros
de acesso JX456531 paacillussp. C3 e JX456530 paBacillussp. P5.
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Bacillus sp P5

NR 041455 B.amyloliquefaciens

NR 024696 B.vallismortis

NR 027552 B.subtilis

NR 024693 B.mojavensis

99

NR 024689 B.atrophaeus

100

JN624930 B.licheniformis

NR 043242 B.pumilus

99 NR 041248 B.anthracis

0

100
JQ739718 B.cereus
71| | NR 043403 B.thuringiensis
90 50| 7
Bacillus sp. C3

NR 043401 B.megaterium

X60644 B.globisporus

AM980508 B. insolitus

JN647924 Geobacillus stearothe

X60632 B.polymyxa

AB222261 Alicyclobacillus acid

0.02

Figura8. Andlises filogenéticas baseadas em sequénciazm® GRNA 16S ddacillussp. C3 e
Bacillussp. P5 utilizando o método de Neighbor-joining (1@€peticdes dBootstrap.

5.2 CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.2.1 Espectro de acao

O sobrenadante bruto da cultura Blacillus sp. P5 foi testado para a presenca de
atividade antimicrobiana contra diversos micro-aig@os, incluindo bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas, fungos filamentosos a levedura. A tabela 8 mostra os halos de
inibicdo obtidos ao serem aplicados 20 pL do sauante diretamente sobre placas
previamente inoculadas com o microrganismo indicaBoi observada atividade inibitéria
contra diversas bactérias incluindo importanteggetos e deteriorantes como linhagens de
B. cereus,varias linhagens dé. monocytogeneg isolados clinicos d&taphylococcus
haemolyticuse Staphylococcus saprophyticam de fungos filamentosos cospergillus

fumigatus, Fusarium oxysporuimsp.lycopersicie a levedur&andidasp.
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Tabela 8 Espectro de acdo do sobrenadante bruto contra-miganismos indicadores da atividade

antimicrobiana

Micro-organismo indicador Fonte Meio Temperatura Halo de Halo de inibig&o
de de inibicdo (mm) ' (mm) "’
cultura incubacédo Bacillussp.C3 Bacillussp.P5
Gram-positivos
B. amyloliquefacien LBM 5006 BHI 37°C NE 60,6
B. amyloliquefaciens ATCC 23350 BHI 37°C - 11+0,5
B. cereus ATCC 14579 BHI 37°C 12+0,4* 14+0,5
B. cereu A-1 Puba BHI 37°C - 11+0,1*
B. cereu B-2 Puba BHI 37°C - 10+0,8
B. cereuC-3 Puba BHI 37°C 10+0,5* 12+0,5
B. subtilis ATCC 6633 BHI 37°C - 10+0,6
B. subtilis DSM 3258 BHI 37°C - 13+0,7
B. subtilis ATCC 21228 BHI 37°C - 13+0,1
B. subtilis ATCC 7971 BHI 37°C - 11+0,2*
B. subtili Alimento BHI 37°C NE 6+0,4
Corynebacterium fimi NTCS 7547 BHI 37°C - 10+0,5
Lactobacillus acidophilt ATCC 4356 MRS 35°C NE 2+0,0
Lactobacillus cast Alimento MRS 35°C NE -
Lactobacillus delbrueckisubs  ATCC 7830 MRS 35°C NE -
Lactis
Lactobacillus fermentur ATCC 9338 MRS 35°C - -
Lactobacillus murinus L Camundongo MRS 35°C NE 540,3
Lactobacillts rhamnosus Alimento MRS 35°C NE -
Listeria monocytogen ATCC 6477 BHI 37°C - 12+0,5
Listeria monocytogene ATCC 15113 BHI 37°C - 11+0,2
Listeria monocytogenes ATCC 19112 BHI 37°C - 9+0,4
Listeria monocytogenes ATCC 19115 BHI 37°C - 810,2
Listeria innocui Alimento BHI 37°C NE 11+0,5
Listeria seeliger AC 82/4 BHI 37°C NE -
S. aureus ATCC 25923 BHI 37°C - -
Staphylococcus intermedius Clinico BHI 37°C NE -
Staphylococcus haemolyticus Clinico BHI 37°C NE 15+1,5
Staphylococcus saprophyticus Clinico BHI 37°C NE 14+1,0
Streptococcusp. Clinico BHI 37°C NE -
Streptococcus pneumoniae Clinico BHI 37°C NE -
Weissela paramesenteroides Alimento MRS 35°C - -
Gram-negativos
Enterobacter aerogent Alimento BHI 37°C NE 8+0,8
Escherichia col ATCC 25922 BHI 37°C - -
Pseudomonas aruginc Clinico BHI 37°C NE -
Pseudomonas fluoresct Alimento BHI 37°C NE -
Salmonella enterica ser ATCC 13076 BHI 37°C - -
Enteritidis
Salmonella enterica ser ATCC 13311 BHI 37°C - -
Typhimurium
Serratia marcecens Alimento BHI 37°C NE -
Yersinia enterocolitica ATCC 9610 BHI 37°C NE -
Fungos filamentosos e levedura
Aspergillus flavu Alimento BDA 30°C + +
Aspergillus flavu 5B1 - Alimento - 7+0,5
Aspergllus fumigatus Ambiental BDA 30°C - 7,3+0,7
Aspergillus Nige Alimento BDA 30°C + +
Fusarium oxysporu f. sp  Ambiental BDA 30°C - 80+0,5

lycopersici
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Candida tropicalis Clinico BDA 30°C - 10+1,0

TDiametro do halo; * Halos com inibigéio parcialpnsinibicdo; + diminuicdo da esporulacdo.NE naaeteslo.

5.2.1.1 Atividade antibacteriana em diferentes opbes

As analises de atividade antibacteriana revelaraenagmelhor condicao de inibicéo
dos micro-organismos indicadores utilizados foicdtiivo deBacillus sp. P5 em pré-indculo
a 37°C e inéculo a 42°C em caldo BHI, ocorrendoi¢éo de 14 das 20 espécies de bactérias
testadas, com halos que variaram de 8 a 14 mmp sesdnicro-organismos inibidos os
seguintes:Bacillus cereusATCC 14579;B. cereusA-1 (isolado de alimento - pubal.
cereusB-2 (isolado de alimento - puba. cereu€-3(isolado de alimento - pubalg.
amyloliquefaciendATCC 23350,B. subtilisATCC 6633,B. subtilisDSM 3258,B. subtilis
ATCC 21228,B. subtilisATCC 7971,Corynebacterium fimNTCS 7547 L. monocytogenes
6477, L. monocytogenes 15113, L. monocytogenes 1911Pohocytogenes 1911%la
melhor condicdo de cultivo ndo houve inibicdo Hscherichia coli ATCC 25922,
Lactobacillus fermentunATCC 9338, Staphylococcus aureuBTCC 25923 Salmonella
entericaser.Enteritidis ATCC 130765. entericaser. Typhimurium ATCC 13311 Weissela
paramesenteroidgssolado de alimento).

Além disso, a mesma condicdo de incubacdo deswitaa, mudando-se apenas o
meio de cultura para TSB foi a segunda melhor @dadparaBacillus sp. P5 inibir micro-
organismos comd. subtilisATCC — 21228 B. subtilisDSM 3258,B. amyloliquefaciens
ATCC 23350 eB. cereusATTC 14579. Para Bacillussp. C3 a melhor condicédo de inibicéo
foi 0 meio TSB com pré-indculo a 30°C/24h e in6culd0°/24h igualmente, inibindo apenas
um micro-organismoBacillus cereusATCC 14579. Na condicao de pré-inéculo a 30°C/24 h

e indculo a 42°C/24 h no meio TSB houve inibigernasB. cereugD-4).

5.2.1.2 Atividade antifungica

A atividade antinfingica mostrou q&acillus sp. P5 foi mais ativo contfreusarium
oxysporurfi sp.lycopersicproduzindo halos que variaram de 62 a 80 mm quanlactéria
crescida em caldo BHI foi inoculada sob a formaudespotno Agar BDA ja com o fungo
filamentoso inoculado. Ja paBacillussp. C3 os halos contra este micro-organismo iddica
variaram de 50 a 53 mm. Quando os sobrenadantas testados os valores de halos ficaram
em torno de 80 mm, mas apenas [Baaillus sp. P5, sendo que o sobrenadant8algllus
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sp. C3 ndo apresentou inibicdo no crescimento asgtécie de fungo. Ja os sobrenadantes
liofilizados, de ambas as espécies, apenas dimmmuaresporulagdo em ambos 0s casos.

Para o teste cospergillus fumigatugoram encontrados halos que variaram de 8 a
18 mm, quando uma aliquota de 20 pL do crescimbatberiano deBacillus sp. P5 foi
aplicada diretamente na superficie do Agar BDA (AMBatata Dextrose), ja inoculado com a
espécie de fungo (Tabela 9). P&acillus sp. C3 este valor foi de 6,6 a 8 mm. Para o
sobrenadante tanto liofilizado quanto nao liofiti@aade Bacillus sp. P5 os valores de halos
encontrados foram de 8 a 5 mm, enquanto que Bacdlus sp. C3 ndo houve inibicdo do
crescimento do fungo.

Para os ensaios cosspergillus flavus, Candida troplicalie Aspergillus nigera
presenca de halos maiores ocorreu sempreBaiflus sp. P5, com valores que foram de 6,6
a 10 mm par@spergillus flavusgde 14 a 16 mm pa@andidasp. e de 3 mm pavaspergillus
niger quando a houve a inoculacdo de células no metultera (Tabela 9 e Figura 9). Para
0S ensaios com sobrenadantes testados contraesptases indicadoras de fungos houve a
presenca de halos de 10 mm p@eandidasp. ndo apresentando resultados significativas par

as outras duas espécies, muitas vezes apenasnemazesporulacao.

Tabela 9 Média comparativa dos halos das triplicatas dtetde atividade antifingica realizada para
Bacillussp. P5 diretamente com as células bacterianashagpem o sobrendante da cultura.

Fungo/Levedura Médias dos halos teste Médiasdos halos teste
bactéria* (mm) sobrenadante** (mm)
Fusarium oxysporufnsp.lycopersici 72+8,0 80+0,5
Aspergillus fumigatus 13+5,0 7,3:0,7
Aspergillus flavus 8,3t1,7 +
Aspergillus niger 3+0,6 +
Candida tropicalis 15+1,0 10+1,0

* A bactéria cultivada em caldo BHI foi inoculada solforma de unspotno &gar BDA ja com este fungo
filamentoso inoculado.

** O sobrenadante filtrado da bactéria cultivada@aito BHI, apés centrifugacao foi inoculado sdbrana de
umspotno agar BDA, ja com este fungo filamentoso inodala

* Houve apenas a reducio da esporulagéo.
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Figura 9. Atividades antifangicas dBacillus spp. inoculados diretamente sobre a superficie g A
BDA contendo o fungo filamentoso indicador. Em @dividade antifingica contraspergillus flavus,
em (B) Atividade antifingica contrAspergillus fumigatusem (C) Atividade antifingica contra
Fusarium oxysporunf. sp. lycopersice em (D) contraAspergillus flavusiBl.Todas as placas
mostram trés inoculacdes &acillus sp. P5 no lado esquerdo da foto eBaeillus sp. C3 no lado
direito.

5.2.2 Avaliagéo da capacidade de producéo de bioskctantes
5.2.2.1 Verificacdo da atividade biossurfactantematas de Agar sangue
A inoculacdo de placas de &gar sangue Bawillussp. C3 e P5 resultou em halos de

hemdlise em torno de cada col6nia. A lise dosdaitivs foi relacionada com a producao de

compostos ativos de superficies Bacillussp. C3 eBacillussp. P5.
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5.2.2.2 indice de emulsificac&o.gF

A avaliacdo do indice de emulsificacdo (COOPER; GENBERGER, 1987) foi
realizada na presenca das células microbianas eocsobrenadante para os trés meios de
cultura descritos (Tabela 10).

Os resultados mostraram gBacillus sp. C3 crescido em meio BHI apresentou indice
de emulsificacdo no sobrenadante de 39% para Oieerah enquanto que para 0s outros
compostos hidrofébicos ndo houve emulsificacdo.napegquando foi testado o sobrenadante
do mesmo bacilo crescido em meio de Landy com mlata que houve uma pequena
emulsificacao de 4% para tolueno.

Os resultados demonstraram daaxillussp. P5 apresentou indice de emulsificacdo no
sobrenadante apos crescimento em meio BHI de 5%&ctplaeno. Para o 6leo mineral este
indice (k4 foi de 42%, indices estes, considerados elevpdis literatura (Figura 10A).
Para biodiesel de soja o indice de emulsificacdq) (i de 24% para o sobrenadante
resultante do crescimento em meio BHI (Fig 10Bjjuamto que para xileno néo foi detectada
emulsificacao.

Para os sobrenadantes ap0s crescimento em meicandy Lsuplementado com
glutamato igualmente pamBacillus sp. P5 houve emulsificacdo para xileno com indiee
60%. E para o teste com biodiesel de soja tanteobsenadantes dos cultivos em meio de

Landy com glutamato quanto com arginina apresemtarausificacéo de 1% (Tabela 10).

Tabela 10.Avaliagéo da producgédo de biossurfactantes enesabdantes de cultura Bacillussp. C3
e deBacillus sp. C5 por meio da medida do indice de emuls#icaE,) onde foram empregados
compostos hidrofébicos como fase organica.

Ez4(%)

Compostos hidrofdbicos Tolueno  Xileno Oleo Biodiesel

Mineral de Soja
Sobrenadante BHI dgacillussp. C3 SE SE 39+0,5 SE
Sobrenadante Landy com glutamatdBa@eillus sp. C3 4+0,2 SE SE SE
Sobrenadante Landy com argininaBieillussp. C3 SE SE SE SE
Sobrenadante BHI dgacillussp. P5 59+0,5 SE 42+0,5 24+0,0
Sobrenadante Landy com glutamatdBaeillussp. P5 SE 60+0,2 SE 1+0,5
Sobrenadante Landy com argininaBieillus sp. P5 SE SE SE 1+0,5

SE: sem emulsificagéo.
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Figural0. indice de emulsificacdo. Emulsdo obtida com sumlante (& de 59 %) (Al) e cultura
(E24 de 57 %, dados ndo mostrados) (A2)Bdeillus sp. P5 e tendo o tolueno como fase orgéanica.
Emulséo (&4, de 24 %) (B) ddacillussp. P5 e tendo o biodiesel de soja como fase aaani

5.2.2.3 Medicéo da tenséao superficial

Neste ensaio foi observada a reducdo da tensadisigbelo meio de cultura
BHI de 48,424 mN m* (meio de cultura ndo inoculado) para 45,1+2,7 mlNmmo
sobrenadante apés crescimento Bfillus sp. C3 e para 29,2+0,2 mN“mo
sobrenadante apés crescimentddeillussp. P5, sugerindo a producdo de compostos
tensoativos pelas bactérias, especialment®aoitlussp. P5.

Quando foi utilizado o meio de cultura de Landylso@ntado com arginina
houve reducéo de 65,40+0,2 mN!fmeio de cultura n&o inoculado) para 56,95+0,9
mN m* paraBacillussp. C3 e de 29,06+0,4 mN nhparaBacillus sp. P5, conferindo,
mais um vez, destaque pa@acillussp. P5 em detrimento dgacillus sp. C3. E, por
fim, quando utilizou-se o meio de cultura de Lamdyn glutamato ndo ocorreram
reducdes significativas na medi¢cédo da tensao soédpresentando 55,32+0,1 mN
m™* o meio de cultura com crescimentoBrillussp. C3 e 52,60+0,2 mN fro meio
de cultura com crescimento @acillus sp., sendo que o valor anterior do meio de
cultura ndo inoculado era de 64,93+0,1mN. m

Utilizou-se como padrdes agua destilada (72+0,2mi)Ne etanol (24+0,5 mN

m?).
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5.2.3 Pesquisa de genes de surfactina, iturina Ajtgilosina A e subtilina

Bacillus sp. C3 mostrou um fragmento de 566 pb correspdadengenspaS
(subtilina) e um fragmento de 734 pb correspondeatde suposto gene sboA
(subtilosina A).

Os fragmentos foram sequenciados e mostraram wewadal homologia (pelo
menos 98% de identidade papaSe, pelo menos, 93% de identidade csinoA),
com o0 suposto gene terminador da transcricao (&igd). No entanto, os supostos
genessfp (surfactina) etuD (iturina A) ndo foram amplificados por PCR @&acillus
sp. C3.

566 pb —

734 pb —

Figurall. Perfil dos produtos dePCR de subtilingpaS (A) e de subtilosina A sboA(B). Em A: 1, Peso
Molecular (1kpb); 2Bacillus sp. C3; 3,Bacillus subtilisDSM 3258; 4,Bacillus subtilisATCC 6633 e em B:
Peso Molecular (1kpb); 2 e Bacillussp. C3; 4Bacillus subtilisDSM 3258; 5Bacillus subtilisATCC 6633.

Avaliagbes por PCR mostraram gBecillus sp. P5 exibiu um fragmento de 675 pb,
potencial para o gersfp (surfactina). O fragmento foi sequenciado e angltmonstraram
uma elevada homologia (identidade minima de 98%h @ suposto gene terminador
transcricional. Além disso, também foram encontsdtdagmentos de 1203 pb, potencial para
0 gendtuD (iturina A) e de 734 pb potencial para o geheA(subtilosina A) (Figura 12). Os
fragmentos foram sequienciados e analises demastiara elevada homologia (identidade
minima de 98% parsboAe 99% paratuD), com o suposto gene terminador transcricional, o
que indica grande potencial para estudo e prodaghcdcao desta substancia. PBezillus

sp. P5 néo foi encontrado o suposto gene pardisal{fipaS)
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A 1 2 3 4 B 12 3 4 C 12 3 4

1203 bp —p
675 bp

Figura 12 Perfil dos produtos dePCFe (A) iturina D -ituD, (B) surfactina sfpe (C) subtilosina A
- sboA 1, Peso Molecular; Bacillussp. P5; 3Bacillus subtilisATCC 6633; 4 Bacillus subtilisDSM 3258.

Tendo em vista estes resultados, esc-se oBacilllus sp. P5 para prosser com 0s
demais testes propostos em detrimentBacillussp. C3, pois o primeiro apresentou inibi
contra 62,2% (28 de um total de 45) dos n-organismos enquanBacillus sp. C3 inibiu

apenas 15% (4) dos micr-organismos e somente com halos p&ktiaublados”.

5.2.4Curva de crescimento e producao de substanc tensoativas eantimicrobianas

A curva de crescimento Bacillus sp. P5 mostra os resultados da determinags
UFC/mL, atividades antibacteriana e antgica e de biossurfactantes eterminacéo do pH,
sendo 0 acompanhamento realizado em intervegulares conforme mostra as figuras
15.

5.2.41 Determinagao das Unidades Formadoras de Colopaanililitro
A curva de crescimento da linhagem P5 foi deterdanam Louyo (UFC/mL). Neste

ensaio foi observado que apos 12h foi atingidasa &staciorria da cultura bacterian: a

fase de declino ou morte da cultura foi detectguiss 48 horas de incuba (Figura 13).
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Figura 13. Curva de crescimento e de atividade antibacteriaBacillus SP. P5, apartir do in6culo
(24h a 42 °C ershakercom 125 rpm), para determinacdo do nimero de UFG¥nE da atividade
antibacteriana contrBacillus cereusATCC 14579 &) realizada em meio BHI, por até 48h. Cada
ponto representa a média e o desvio padrao desfyétcoes.

5.2.4.2 Determinacao da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana, utilizandoBse cereusATCC 14579 como espécie
indicadora desta atividade, apresentou maximadatidd em 6 h de crescimento, coincidindo
com a fase de crescimento exponencial e postendemeduzindo e mantendo-se estavel até

o final do experimento (48 h) (Figura 13).

5.2.4.3 Determinagéo da atividade antifingica

A atividade antifangica observada com o sobrereddot cultivos inoculados apds a
centrifugacédo realizada sob a forma desputno agar BDA, ja com este fungo filamentoso
inoculado, foi observada apenas apés 24 h de orestd, com valores maximos em 36 h. A
atividade antifungica das células d@acillus sp. P5 apresentou um pico de atividade
antifingica contrd&usarium oxysporumsp.lycopersiciem 9 h de cultivo e outro, menor, em
36 h de cultivo (Figura 14).
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Figura 14. Curvas de atividade antifingica contfusarium oxysporumf. sp. lycopersici
representando as médias dos halos do teste cogluaschacterianam) e as médias dos halos do
teste com o sobrenadante Bacillus sp. P5 &) monitorados durante o crescimento por 48 h com
incubagédo realizada a 42 °C, 125 rpm. Cada pomi@senta a média e o desvio padréo de trés
repeticoes.

5.2.4.4 Determinacao da atividade emulsificante

A atividade emulsificante (E24) foi determinadaaatip dos mesmos pontos da curva
de crescimento e de atividade antimicrobiana.Osrealde E24 variaram ao longo da curva
de 2,5 a 22,5%, atingindo o valor maximo de produeé 36 h, coincidindo com a fase
estaciondria tardia e a méxima atividade antiflanggstada com o sobrenadanteBaeillus
sp. P5. (Figura 15).
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Figuralb. Curva de atividade emulsificante,4E¢) e de pH ¢) deBacillussp. P5 realizada em meio
BHI e medida através de ensaio dedceletrodo de pH, respectivamente. Incubacaaeahdlia 42 °C,

125 rpm por 48 h. Cada ponto representa a médig@sleepeticbes. Cada ponto representa a meédia e
o desvio padréo de trés repeticoes.

5.2.4.5 Determinacao do pH

Durante a realizacdo das curvas de crescimento, réalizado também o
acompanhamento do pH dos cultivos, sendo as atisjumiletadas nos mesmos intervalos
descritos anteriormente. Observou-se que o pHainici de 7,2 e, que no decorrer do
crescimento ddacillus sp. P5, houve um aumento do pH até este estabskecan 8,07
(Figurals).

5.2.5 Efeito do sobrenadante da cultura d@acillus sp. P5 sobre o crescimento de.
monocytogeneATCC 7644 eB. cereusATCC 14579 (Curva dose-resposta)

Neste ensaio foi avaliado o efeito das substanardagonistas (antimicrobianas)
presentes no sobrenadante da culturd8allus sp. P5 sobre o crescimento Be cereus
ATCC 14579 e dé&. monocytogeneATCC 7644.

Apés a adicdo do sobrenadante da cultura ocorreu weducéo de 3 e 2,6 ciclos
logaritimicos nos numeros das células viaveis (UHGQ/de B. cereusATCC 14579, nos
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tempos de 6 e 8 h de cultivo, respectivamentau(kid6). Entretanto, apos 10 h de cultivo
observou-se o aumento do numero de UFC/mL, atioginatbres proximos ao da cultura sem

adicao do sobrenadante, no tempo de 12 h.

log ;o UFC/mL

Tempo (h)

Figura 16. Efeito do sobrenadante filtrado Bacillus sp. P5 sobre o niumero de UFC/mL de células
viaveiB. cereusATCC 14579, crescido em meio BHI a 42 °C. A adigésobrenadante foi realizada
apos 4h de cultivo. Crescimento @e cereusATCC 14579, sem adicdo de sobrenadasted com a
adicao de sobrenadanteBlacillussp. P5 &). Cada ponto representa a média de duas repeticoes

O efeito da adicdo do sobrenadante filtraddBdeillus sp. P5 a cultura deisteria
monocytogeneATCC 6477 € mostrado na figura 17. Observou-seédetnos de 1,04 e 2,4
ciclos logaritimicos do niumero de UFC/mL quando parado com a curva controle apés 4 e
6 h de cultivo, respectivamente. Apos 6 h dewultierificou-se um aumento do nimero de
UFC/mL da cultura dé. monocytogenesm adicdo de sobrenadante, alcancando os valores

observados para a cultura controle.
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Figura 17. Efeito do sobrenadante filtrado Beacillus sp. P5 sobre o nimero de UFC/mL de células
viaveis delListeria monocytogeneATCC 6477, crescida em meio BHI a 42 °C. A adicé@o d
sobrenadante foi realizada ap6s 4h de cultivo. @resito déisteria monocytogeneATCC 6477,
sem adigcéo de sobrenadané® ¢ com a adi¢cdo de sobrenadanteéBdeillus sp. P5 ¢). Cada ponto
representa a média de duas repeticoes.

5.2.6 Producéo da substancia antimicrobiana avaliao a ativacdo e/ou estimulo para a

sua producéao

Os resultados das indugbes com 0s micro-organigaimgénicos demostraram que,
quando a linhagem produtora selecionada para adassBacillus sp. P5) foi induzida em
co-cultivo comCorynebacterium fimNTCS 7547 (Figura 18A), as atividades
antimicrobianas frente B. cereusATCC 14579 foram estatisticamente superiops)05)
com média de titulo de 5.600 UA/mL quando compasauis cultivos da amostra controle da
produtora (média de titulo de 1.060 UA/mL) e aosltivms induzidos cont.
monocytogeneATCC 15313 (366,7 UA/mL).. monocytogendsTCC 19115 (540
UA/mL), L. monocytogeneATCC 19112 (350 UA/mL)Escherichia colATCC 25922
(433,4 UA/mL),S. aureuATCC 25923 (2.300 UA/mL)B. cereusATCC 14579 (466,7
UA/mL), Diploidia sp. (150 UA/mL) ePenicilium roqueforti(750 UA/mL). Quando a
linhagem produtora foi estimulada por crescimemoo®-cultivo com as células mortas de
fungos filamentosos, a indugdo céwspergillus fumigatuapresentou atividade
antimicrobiana estatisticamente superipk@,05) com média de titulo de 6.400 UA/mL,
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quando comparada com todos 0s outros cultivos c®mhemais micro-organismos testados,
com excec¢do d€. fimiNTCS 7547 em que apresentou titulo de 5.600 UA/Mmab, havendo
diferenca estatistica significativap<0,05). O resultado da atividade antimicrobiana
utilizando-se como micro-organismo indicalormonocytogene&TCC 6477 para 0 micro-
organismo induto€. fimiNTCS 7547 apresentou atividade maior (de 4582 UA/p<0,05)
guando comparado a inducdo cbmmonocytogene&TCC 15313 (300 UA/mL), cont.
monocytogene$9112 (175 UA/mL) e cor&. coli ATCC 25922 (366,7 UA/mL) (Fig. 18).
Estes resultados indicam que ha influéncia de yeissfatores de inducao na producéo da
atividade antimicrobiana p&acillussp. P5.

As comparages estatisticas foram realizadas semeelre os fungos (Figura 18B) e
bactérias patogéncias que melhor que foram capleziegluzir, ou que possuiram a atividade
indutora paraacillus sp. P5, totalizando 15 espécies microbianas indsit@ém do controle
(Figuras 19 e 20).

A B

Figura 18. Inducéo/ativacdo da atividade antibacterianacesacimento ddacillus sp. P5 em co-
cultivo comCorynebacterium fimNTCS 7547 (A) e antifungica, em crescimentoBéeillus sp. P5
em co-cultivo contusarium oxysporurh sp.lycopersic(B) em meio BHI (24h a 37 °C + 24h a 42°C)
contraB. cereusATCC 14579. Titulo de 12.800 UA/mL para co-cultide Bacillus sp. P5 com
células inativadas deéorynebacterium fimNTCS 7547 e de 3200 UA/mL para co-cultivoBcillus
sp. P5 com células inativadasFlesarium oxysporurh sp.lycopersic.
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Micro-organismos indutores

Figura 19. Atividade antibacteriana contr8. cereus ATCC 14579 (barras escuras) lasteria
monocytogeneATCC 6477 (barras hachuradas) de sobrenadante -dalto® de Bacillus sp. P5 com
bactérias indutoras em BHI (24h a 37 °C + 24h &£W2¥itulos expressos em UA/mL. Os resultados
representam a média de trés experimentos.
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Figura 20. Atividade antibacteriana contr8. cereus ATCC 14579 (barras escuras) lasteria
monocytogeneATCC 6477 (barras hachuradas) de sobrenadante -dalto® de Bacillus sp. P5 com
fungos filamentosos indutores em BHI (24h a 37 °@4k a 42°C). Titulos expressos em UA/mL. Os

resultados representam a média de trés experisento
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Posteriormente, foram realizadmedidas de atividade antimicrobii utilizando-se
bactérias lacticas isoladas da pubwuma levedura Gandida tropicali) como espécies
indutoras. Os resultados mostra que as atividades antimicrobianas foram superi
(p<0,05) quando o cultivo  Bacillus sp. P5 foi induzido contélula: mortas de micro-
organismos que foram isolados do mesmo lote de mu®a esta bactéria foi isole
(CRISPIM et al., 2013)Figura 22). A atividade antimicrobiarfeente aB. cereusATCC
14579 alcancou 4000A/mL quando utilizadd.. fermentunE4-249,e 7771 UA/mL contra
L. monocytogeneATCC 764< quando utilizadd.actobacillusplantarun EPF-257. Este valor
de 7771 UA/mL foi oresultadi que mostrou maior inibicdo contta monocytogent ATCC
7644 dentre todas @&spécie testadas (bactérias e fungos patogénécbactérias lacticas da
puba). Testou-se também atividade usando um fungdamentos« como indicador, o
resultado da atividade antifingica utilizando-se Fusarium oxysporu f. sp.
lycopersiclemonstrou qué. curvatusE4-248 (3240 UA/mLppresenta melhor resultado de
atividade contra estemicrc-organismo quando comparado #&@tament controle(650

UA/mL) a um nivel designificancic dep<0,05 (Fig. 21).
A \

Figura 21. Inducdo/éivacdo da atividade antibacteriana, em crescimdaiBacillus sp. P5 em co-
cultivo comL. brevisE2248(A) e conL. fermentunt4 — 249B) em meio BHI (24h a 37 °C + 24t

42°C) contrd.isteria monocytogeneATCC 6477. Titulo de 300 UA/mL para c-cultivo deBacillus

sp. P5 com células inativadasL. brevisE2-248 e de 3200 UA/mL para caitivo deBacillussp. P5
com células inativadas de fermentunE4 — 249
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Micro-organismos indutores

Figura 22. Atividade antibacteriana contrB. cereusATCC 14579 (barras escuras) Lésteria
monocytogeneATCC 6477 (barras hachuradas) de sobrenadante-cidtom deBacillussp. P5 com
bactérias lacticas isoladas da puba e indutoraBieh{24h a 37 °C + 24h a 42°C). Titulos expressos
em UA/mL. Os resultados representam a média dek@erimentos.

Quando o cultivo dBacillussp. P5 foi induzido com os sobrenadantes e ndoasom
células bacterianas, os resultados das atividau@wierobianas foram bastante reduzidos,
geralmente iguaig€0,05) aos do cultivo controle. A inducao utilizangsbbrenadante dé.
fumigatus foi mais significativa apresentando atividade @® 8 A/mL enquanto que a
indugcdo com 0s outros quatro micro-organismos aptasam valores que variaram de 130 a
450 UA/mL quando testados contngteria monocytogeneSTCC 6477 (Figura 23).
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Figura 23. Atividade antibacteriana contrB. cereusATCC 14579 (barras escuras) Lésteria
monocytogeneATCC 6477 (barras hachuradas) de sobrenadanteltido ade Bacillus sp. P5 com
sobrenadantes dos micro-organismos indutores que amenentaram a atividade antimicrobiana,
anteriormente testados em BHI (24h a 37 °C + 242°C). Titulos expressos em UA/mL. Os
resultados representam a média de trés experimento

5.3 OBTENCAO DOS LIPOPEPTIDEOS

5.3.1 Purificag&o de lipopeptideos produzidos pdsacillussp. P5 em meio de cultura

Foram realizadas 10 corridas cromatograficas nas @s extratos butanélicos (n=7)
ou de precipitacdo acida (n=3) foram fracionadosdeis tipos de colunas de fase reversa
C18 acopladas ao HPLC.

Analisaram-se 0s sobrenadantes obtidos em tréotedgcultivo mais relevantes na
producdo de atividade antimicrobiana (6 e 36h) esdurfactantes (30h) conforme
previamente observado nas curvas de crescimentuagéo. Foram realizadas duas corridas
no tempo de 6h (uma a partir da extracdo 4cidara oam butanol, ambas para cultivos em
BHI), cinco no tempo de 30h (quatro extratos buiaas, sendo que trés em meio BHI e um
em meio Landy e uma precipitacdo acida em meio Yamdrés corridas no tempo de 36 h de

cultivo (dois extratos butandlicos e uma extragédag.
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Nos extratos submetidos a cromatografia de fagersa foram selecionadas fracdes
com atividade antimicrobiana contta monocytogene®TCC 6477 eB. cereusATCC
14579. Estas fracdes ativas foram posteriormenbenstidas a espectometria de massas
MALDI-TOF e, diferentes familias de lipopeptideosseas respectivas isoformas foram
encontradas (Tabela 11).0s cromatogramas sado afadsse nas figuras de 24 a 33. As
diferentes condi¢bes de cada corrida como: tempouttezo do Bacillus sp. P5, tipo de
extracdo, quantificacdo da atividade antimicrobiaoaextrato bruto, tipos de colunas e
gradientes usados, bem como os lipopeptideos ddtecpor MALDI-TOF sdo mostrados na
tabela 11.
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Figura 24. Corrida cromatografica n°1: Perfil de eluicdo eddrato butandlico do sobrenadante da
cultura deBacillus sp. P5 em meio BHI, ap6s 6 h de cultivo. Fraciongmelo extrato por
cromatografia de fase reversa, utilizando colunen$tack C18 acoplada ao sistema HPLC. Fase
mével A (acido trifluoracético - TFA 0,05%) faséwel B (ACN 100%). Gradiente: 0 a 10 min, fase
movel A + fase B (8:2 v/v); 10-40 min gradienteelar de 20-100% fase moével B; e 40 a 50 min
somente fase moével B. Volume das fracGes: 1 mlgtadas em fluxo de 1mL/min. A absorbancia a
220 e 280 nm e a atividade antimicrobiana forarerd@hadas para cada fracdo coletada (leituras de
280 nn - cromatograma superior e 220 nn - cromatogr inferior). Fracdes ativas contta
monocytogeneATCC 6477 eB. cereusATCC 14579: 5\oid da coluna), 21 e 22.
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Figura 25. Corrida cromatogréafica n°2: Perfil de eluicdo mlecipitado acido do sobrenadante da
cultura deBacillus sp. P5 em meio BHI, apés 6 h de cultivo.Fraciondmeto extrato por
cromatografia de fase reversa, utilizando colunepBasil™ Peptide C18 acoplada ao sistema HPLC.
Fase maovel A (&cido trifluoracético - TFA 0,05%gsé mével B (ACN 100%). Gradiente: 0 a 10 min,
fase movel A; 10-40 min. gradiente linear de 0%0fase mével B; e 40 a 50 min. somente fase
movel B. Volume das fragcdes: 1 mL, coletadas exofide 1mL/min. A absorbancia a 220 e 280 nm
(leituras de 280 nn - cromatograma superior e 220- rcromatograma inferior) e a atividade
antimicrobiana foram determinadas para cada fragiada. FracGes ativas coritranonocytogenes
ATCC 6477 eB. cereusATCC14579: 4, 5 e 6vpid da coluna),26, 27, 33 a 41, 43, 44, 45, 46 a 49.
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Figura 26. Corrida cromatografica n°3: Perfil de eluicdo eldrato butandlico do sobrenadante da
cultura deBacillus sp. P5 em meio BHI, apo6s 30 h de cultivo. Fraciemm do extrato por
cromatografia de fase reversa, utilizando colunen$tack C18 acoplada ao sistema HPLC. Fase
mével A (acido trifluoracético - TFA 0,05%), faséwel B (acetonitrila - ACN 100%). Gradiente: 0 a
10 min, somente fase mével A; 10-40 min gradidingar de 0-100% fase mével B; e 40 a 50 min.
somente fase movel B. Volume das fragdes: 1 mletadas em fluxo de 1mL/min. A absorbancia a
220 e 280 nm (leituras de 280 nn - cromatogramargupe 220 nn - cromatograma inferior) e a
atividade antimicrobiana foram determinadas pamadaacdo coletada. Fracdes ativas cohtra
monocytogeneATCC 6477 eB. cereusATCC 14579: 5yoid da coluna), 27 e 28.
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Figura 27.Corrida cromatogréfica n°4: Perfil de eluicdo ddrao butandlico do sobrenadante da
cultura deBacillus sp. P5 em meio BHI, apos 30 h de cultivo. Fraciemm do extrato por

cromatografia de fase reversa, utilizando colurep8asil™ Peptide C18 acoplada ao sistema HPLC.
Fase médvel A (4cido trifluoracético - TFA 0,05%gsé mobvel B (acetonitrila 100%). Gradiente: 0 a
10 min., somente fase movel A; 10-40 min. gradidimear de 0-100% fase mével B; e 40 a 50 min.
somente fase moével B. Volume das fracGes: 1 mlgtadas em fluxo de 1mL/min. A absorbancia a
220 e 280 nm (leituras de 280 nn - cromatogramargupe 220 nn - cromatograma inferior) e a
atividade antimicrobiana foram determinadas pamadaacdo coletada. Fracdes ativas cohtra

monocytogeneATCC 6477 eéB. cereusATCC 14579: 5\oid da coluna) e 42.
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Figura 28. Corrida cromatografica n°5: Perfil de eluigdo eddrato butandlico do sobrenadante da
cultura deBacillus sp. P5 em meio BHI, apos 30 h de cultivo. Fraciemm do extrato por
cromatografia de fase reversa, utilizando colunen$tack C18 acoplada ao sistema HPLC. Fase
movel A (acido trifluoracético - TFA 0,05%), fasedwel B (ACN 100%). Gradiente: 0 a 10 min.,
somente fase movel A; 10-40 min. gradiente linkaP0-100% fase movel B; e 40 a 50 min somente
fase movel B. Volume das fracbes: 1 mL, coletadadl@xo de 1mL/min. A absorbancia a 220 e 280
nm (leituras de 280 nn - cromatograma superior @ r&2 - cromatograma inferior) e a atividade
antimicrobiana foram determinadas para cada fregBtada. Fragdes ativas contramonocytogenes
ATCC 6477 eB. cereusATCC 14579: 4, 5(oid da coluna), 22, 23 e 33.
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Figura 29. Corrida cromatografica n°6: Perfil de eluicdo eddrato butandlico do sobrenadante da
cultura deBacillus sp. P5 em meio Landy, apés 30 h de cultivo. Fraciento do extrato por
cromatografia de fase reversa, utilizando colunen$tack C18 acoplada ao sistema HPLC. Fase
movel A (4cido trifluoracético - TFA 0,05% ), fasevel B (ACN 100%). Gradiente: 0 a 10 min, fase
movel A + fase B (8:2 v/v); 10-40 min gradienteelar de 20-100% fase moével B; e 40 a 50 min
somente fase moével B. Volume das fracGes: 1 migtadas em fluxo de 1mL/min. A absorbancia a
220 e 280 nm (leituras de 280 nn - cromatogramargupe 220 nn - cromatograma inferior) e a
atividade antimicrobiana foram determinadas pamadaacdo coletada. FracOes ativas cohtra
monocytogeneATCC 6477 eB. cereusATCC 14579: 4, 5, 6vpid da coluna), 29 a 42, 45,46, 48, 50.
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Figura 30. Corrida cromatogréfica n°7: Perfil de eluicdo mtecipitado acido do sobrenadante da
cultura deBacillus sp. P5 em meio Landy, apés 30 h de cultivo. Fraciento do extrato por
cromatografia de fase reversa, utilizando colunepBasil™ Peptide C18 acoplada ao sistema HPLC.
Fase movel A (acido trifluoracético - TFA 0,05%3damdével B (ACN 100%). Gradiente: 0 a 10 min.,
fase movel A; 10-40 min. gradiente linear de 0%0fase mével B; e 40 a 50 min. somente fase
mével B. Volume das fracBes: 1 mL, coletadas emxofide 1mL/min. A absorbancia a 220 e 280 nm
(leituras de 280 nn - cromatograma superior e 280- rcromatograma inferior)e a atividade
antimicrobiana foram determinadas para cada fragitada. FracGes ativas coritranonocytogenes
ATCC 6477 eB. cereusATCC 14579: 4, 5 e 6/6id da coluna),16,17, 37 a 41.



129

4 QmAUG100) %
YIRS Ch[2Enm
1 C.Conc. (Method)
2.5
. -75.0
204
157 0.0
104
051 250
0.0
T r—r++ 1+ 1~ 1 T T T 0
0.0 &0 10.0 150 200 260 30.0 380 400 4610 min

3 gMmAULA,000] %
SIS Ch2[Z20nm
] C.Conc. (Method)
254
] F7e.0
204
1.5 Fs0.0
104
] F25.0
057
uo T L L D D L D T P L D 0
0.0 50 10.0 150 200 250 30.0 35.0 40.0 45.0 min

Figura 31.Corrida cromatografica n°8: Perfil de eluicdo degiitado acido do sobrenadante da
cultura deBacillus sp. P5 em meio BHI, apés 36 h de cultivo. Fraciaram do extrato por
cromatografia de fase reversa, utilizando colunepBasil™ Peptide C18 acoplada ao sistema HPLC.
Fase movel A (acido trifluoracético - TFA 0,05%3%damével B (ACN 100%). Gradiente: 0 a 10 min.,
fase movel A; 10-40 min. gradiente linear de 0-1G&% modvel B e 40 a 50 min. somente fase mével
B. Volume das fragBes: 1 mL, coletadas em fluxdmé&/min. A absorbancia a 220 e 280 nm (leituras
de 280 nn - cromatograma superior e 220 nn - cragnama inferior)e a atividade antimicrobiana
foram determinadas para cada fracdo coletada. ésativas contra. monocytogeneATCC 6477 e

B. cereusATCC 14579: 40 a 46.
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Figura 32.Corrida cromatogréafica n°9: Perfil de eluicdo ddrao butandlico do sobrenadante da
cultura deBacillus sp. P5 em meio BHI, ap6s 36 h de cultivo. Fraciemm do extrato por
cromatografia de fase reversa, utilizando colunen$tack C18 acoplada ao sistema HPLC. Fase
mével A (4cido trifluoracético - TFA 0,05% ), fapgvel B (ACN 100%). Gradiente: 0 a 10 min.,
fase moével A + fase B (8:2 v/v); 10-40 min. gradéelinear de 20-100% fase moével B e 40 a 50 min.
somente fase movel B. Volume das fragdes: 1 mletadas em fluxo de 1mL/min. A absorbancia a
220 e 280 nm (leituras de 280 nn - cromatogramargupe 220 nn - cromatograma inferior) e a
atividade antimicrobiana foram determinadas pamadaacdo coletada. Fracdes ativas cohtra
monocytogeneATCC 6477 eB. cereusATCC 14579: 4, 8\oid da coluna), 23 e 24.
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Figura 33.Corrida cromatogréafica n°10: Perfil de eluicdo ddrato butandlico do sobrenadante da
cultura deBacillus sp. P5 em meio BHI, apo6s 36 h de cultivo. Fraciemm do extrato por
cromatografia de fase reversa, utilizando colunepBasil™ Peptide C18 acoplada ao sistema HPLC.
Fase movel A (acido trifluoracético - TFA 0,05%fgse moével B (ACN 100%). Gradiente: 0 a 10
min., fase mével A + fase B (8:2 v/v); 10-40 mimadjente linear de 20-100% fase mével B; e 40 a 50
min. somente fase movel B. Volume das fragbes: 1 pdletadas em fluxo de 1mL/min. A
absorbéancia a 220 e 280 nm (leituras de 280 nomatograma superior e 220 nn - cromatograma
inferior) e a atividade antimicrobiana foram detieradas para cada fracdo coletada. Fracdes ativas
contraL. monocytogene&ATCC 6477 éB. cereusATCC 14579: 4vjoid da coluna), 24, 25 e 39.
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Comparando-se os tempos de cultivo e a quantidadsoformas dos lipopeptideos
observa-se que hd um aumento na diversidade eradult;tempo. Em 6 hforam detectados
trés lipopeptideos e suas isoformas (surfactinegsubtilina e fengicina), em 30 h tem-se
surfactina, micosubtilina, fengicina e iturina easusoformas e em 36 h ocorre a maior
guantidade de lipopeptideos, num total de 5 (stiniadturina, micosubtilina, bacilomicina e
fengicina) e suas isoformas (Tabela 12).

Analisando-se cada um dos tempos em relacdo a fdenextracdo empregada bem
como o tipo de coluna C18 de fase reversa queti@ada temos que, no tempo de 6 h de
cultivo quando foi utilizada a coluna Shim-Pack €b&o primeira etapa de purificagdo apos
a extracdo com butanol foram encontradas trésdsagém atividade antimicrobiana e destas
trés uma fracao ativa que quando sumetida a eepestiia de massas apresentou pico/z
compativel com micosubtilina;§ J& quando foi utilizada a coluna ShepH¥siteptide C18
e a extracdo por precipitacdo acida encontrararBiseicos ativos. Destes picos, trés
encontraram-se nwoid da coluna e também foram encontradas espéciesculanies
monoprotonadas e aductos de ions sddio e potassiarfhctina e fengicina.

Foram realizadas cinco corridas cromatograficasengpo de cultivo de 30 h, sendo
utilizados dois meios de cultura (BHI e Landy), ddipos de colunas C18 e dois
gradientesdiferentes. Em todas corridas cromatiogsafforam encontradas fracfes ativas
contendo lipopeptideos.

Com relacdo as extracbes realizadas em 30 h devocdtii encontrada maior
diversidade de lipopeptideos na corrida utilizasdoda coluna Shim-Pack C18 com
gradiente 20% ACN (surfactina, fengicina, iturinenieosubtilina). Entretanto, também foram
encontrados lipopeptideos nas corridas efetuada®wgras colunas e meios de cultura.
Observou-se que com o gradiente de 20% de ACN @@61de ACN mais espécies
moleculares de lipopeptideos foram encontradagjud@do a extracdo acida e a coluna
Shephasil" Peptide C18 foram utilizadas, nenhum lipopeptidem substancias com/z
desconhecidas foram detectados, tanto para celtordH| ou Landy.

As extracbes e corridas cromatograficas e espettioas realizadas em 36 h de
cultivo demonstraram que utilizando-se de extracdm butanol e coluna Sheph&¥il
Peptide C18 com gradiente 20% ACN houve o maiorarande lipopeptideos encontrados
(surfactina, iturina, fengicina, micosubtilina eclb@micina). Este resultado ndo foi 0 mesmo

quando utilizadas a coluna Shim-Pack C18 ou a giracida, demostrando claramente a
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influéncia do tipo de extragdo realizado no soldante sobre a recuperagcéo de
lipopeptideos.

5.3.1.1 Andlises por espectrometria de massas MAIQH de lipopetideos produzidos por

Bacillus sp. P5 em meio de cultura e na matriz efitar de puba

Foram detectados diferentes lipopeptideos, porcagpeetria de massas MALDI-
TOF, nas fracOes ativas dos extratos obtidos pecigitacbes acidas ou extracdes
butandlicas. Para a detec¢do da massa molecuparsgdéveis bacteriocinas e de lipopeptideos
foi realizada varredura no intervalo agz 700 - 45000s lipopeptideos foram detectados no
intervalo dem/z994,4 — 1529,7 nos diferentes tempos de cultiwpdssiveis bacteriocinas
da classe dos lantibioticos, cuja faixa de masskeaular esta compreendidas entre 3-3,5
kDa, foram detectadas nas seguintes corridam/83049,1); 1 e 3n(/z3147,7) e 41(/z
3181,6). A baixa intensidade do sinal dos ions pzssiveis bacteriocinas ndo permitiu a
fragmentacao.

Os homologos das familias dos lipopeptideos detestaneste trabalho foram
agrupados de acordo com o0s ions moleculares mdnopdps e seus adutos de sddio e
potassio e sdo mostrados na tabela 12.
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Tabela 12 Atribuicdo dos lipopeptideos detectados, por @speetria de massas MALDI-TOF, no
extrato butandlico da matriz alimentar puba e nagats butandlicos ou naqueles obtidos por
precipitacdo acida dos meios de culturas nos tegpés 30 e 36 h.

m/z Atribuicdo * Puba Meio de cultura
Tempo (h
6 30 36

994,4 Gssrf B, [M+H]" - - ¥ T
1016,5 Gssif B, [M+NaJ' - + "
1032,4 Gs srf B, [M+K]* - - + +
1008,5 Gasrf A, [M+H]" ou Gy srf B, [M+H]" - - + +
1030,6 Gssrf A, [M+Na]" ou Gy srf B, [M+NaJ - - + +
1046,6 Gssrf A, [M+K]" ou Gy srf B, [M+K]" - - + +
1022,5 Gusrf A, [M+H]" ou Gs srf B, [M+H]* - - + -
1044.6 Gusrf A, [M+Na]" ou Gs srf B, [M+Na] - - + +
1060,4 Gastf A, [M+K]* ou Gs srf B, [M+K]" - - + +
1036,4 Gssrf A, [M+H]" - - + -
1058,6 Gssrf A, [M+Na] - + + +
1074,5 Gssrf A, [M+K]* - - + +
1050,8 GesIf A, [M+H]" - - + .
1072,5 Gsstf A, [M+Na]" - - + -
1088,5 GssIf A, [M+K]* - + + +
1064,8 Gysif A, [M+H]" - - + -
1086,8 G;srf A, [M+Na]* - - + +
1102,8 G;srf A, [M+K]* - - + +
1043,3 G itu, [M+H]" + - - +
1065,5 Gqitu, [M+Na] + - - +
1081,3 Gaitu, [M+K]* + ) ] +
1057,4 Gs itu, [M+H]* + - + +
1079,57 Gsitu, [M+Na]" + - + ¥
1095,3 Gs itu, [M+K]* + ) + N
1021,3 G4 bac, [M+H] - - - +
1121,6 Gsmic, [M+Na] - + + +
1135,6 Gy mic, [M+Na] - - + +
1449,5 Gsfen, [M+H] + , + +
1463,7 Gefen, [M+H]* + ; + ]
1485,6 Gsfen, [M+Na] + - + -
1501,6 Gsfen, [M+K]* + + +

1477,8 G-fen, [M+H]" ou Gsfeng-Val, [M+H] + + + -
1499,8 G,fen, [M+Na] ou Gsfeng-Val, [M+Nal - + + -
1515,8 G,fen, [M+K]" ou Gsfeng-Val, [M+K]" + - + -
1491,7 Gsfen-val, [M+H]" - + + -
1513,9 Gsfen-val, [M+Na] - + + -
1529,7 Gsfeng-val, [M+K]" . + + 3
1505,8 G,fen-val, [M+H] - - + -
1527,0 G,fen-val, [M+Na] - + + -
1543,8 G,fen-val, [M+K]" - - + -

*WANG et al., 2004; CHEN et al., 2008; STEIN, 2008.
Srf (surfactina), itu (iturina), mic (micosubtilipebac (bacilomicina), fen (fengicina).
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Apenas alguns espectros representativos de MS #M®I$oram selecionados. A
figura 34 mostra o espectro MS da fracdo de nurd@rmbtida apos a cromatografia de fase
reversa do extrato butandlico do sobrenadante daraweBacillus sp. P5 em meio Landy,
no tempo de 30 h (corrida 6). Os picos detectados faixa dem/z entre 1030-1110
correspondem a moléculas monoprotonadas [M-eHps seus respectivos monoadutos de
sodio [M+NaJ e de potassio [M+K] As massas/z(1036,8; 1058,8; 1074) sdo compativeis
com SrfA Gse as den/Z1050,8; 1072,8; 1088,8) com SrfAdlas formas protonadas e seus
adutos, respectivamente. Trés picos adiciomaiz1064,8; 1086,8 e 1102.8) diferem da série
de Srf A C16 por m/z 14 Da. Possivelmente, tratdeseuma série homéloga de moléculas
diferindo apenas pelo numero de grupos metilenoz 14 Da) na cadeia alifatica, o que

sugere uma nova seérie de surfactinas C17.
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Figura 34. Espectro MS da fracdo ativa 38 proveniente da atognafia de fase reversa C18 HPLC
(corrida 6). Atribuicdo dos picos (m/z: Surfactin®rf) A Cs (1036,8 [M+H[, 1058,8
[M+Na]*,1074.8 [M+K]); Srf A C16 (1050.8 [M+H]),1072.8 [M+Na]),1088.8 [M+K]) e
possivelmente Srf A C17 (1064,8 [M+Bi]1086,8 [M+Na]),1102,8 [M+KT).

Para a surfactina e iturina, que possuem padrOesercais, foram feitas
fragmentacdo MS/MS de alguns ions moleculares sipsigrdoes. A fragmentacdo MS/MS foi
também feita para ions moleculares de extratosdadbtiem diferentes corridas
cromatograficas. Os melhores resultados foram isel@dos e sdo mostrados nas figuras 35 e

36 para surfactina e iturina, respectivamente.girh 35A mostra o perfil de fragmentacéo
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do ion precursom/z1030,4 obtido da fracéo ativa 4 da cromotogradidade reversa (corrida
7). A figura 35B mostra a fragmentacdo do ion mdéran/z1030,0 do padrdo comercial de
surfactina Na comparacao destes espectros MS/MSwabse ions produtos em comumgz
923, 684 (pico baseh95, 553, 440, 351, 227, 199, 102, 86 e 72. Axtimgacoes dos ions
precursores de iturina m/z 1066,3 da fracado attvgcdrrida 10) e do padrdo comercial
(Sigma-Aldrich) sdo mostrados na figura 36 A e &pectivamente. Pode-se observar ions
produtos comunsn/z77, 655 (pico base), 549 e 378.
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Figura 35. Comparacéao dos perfis de fragmentacdo MS/M®d@iecursorm/z 1030,Z/Z(Srf A Gy
ou Srf B Gs [M+Na]") de uma fragdo ativa obtida por cromatografiaade freversa (A) ao perfil de
fragmentacgéo do iom/z1030,0 do padréo Sigma-Aldrich (B).
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Figura 36. Comparacao dos perfis de fragmentagdo MS/M®nipriecursom/z1066,3 (iturina &
ou [M+Na]) de uma fragdo ativa obtida por cromatografia dsefreversa (A) ao perfil de
fragmentacdo do iom/z1066,1 do padrdo Sigma-Aldrich (B).
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Figura 37. Espectro MS da fracdo ativa 24 proveniente dmatografia de fase reversa C18 HPLC
(corrida 8). Atribuigdo dos picosm{z 1043,3 (Cl14 iturina [M+H]} 1057,4 (C15 iturina
[M+H] *;1065,3 (C14 iturina [M+N4d); 1079,3 (C15 iturina [M+N4]; 1081,3 (C14 iturina [M+K));
1095,3 (C15 iturina [M+K]).
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A figura 37 mostra um exemplo de espectro MS dedlp ativa 24 obtida do extrato
butandlico do sobrenadante de culturadeillus sp. P5 no tempo de cultivo de 36 h (corrida
9). Foram detectados os seguintes ions molecutare4043,3 (C14 iturina [M+H); 1065,3
(C14 iturina [M+Na] 1081,3 (C14 iturina [M+K]); 1057,4 (C15 iturina [M+H);1079,3
(C15 iturina [M+Na])e1095,3 (C15 iturina [M+K). ions moleculares cujas atribuicdes
correspondem a componentes da familia da ituonac bacilomicinani/z1021,3 G4 bac,
[M+H] ") foram detectados apenas na fragdo 24 da corfidantontrando-se também nesta
mesma fracdo a micosubtilinenfz 1121,6 Gg mic, [M+Na]". Este resultado € mostrado na
figura 38. A micosubtilina foi, ainda, encontradesrtorridas de numero 3, 4, 8 e 10, e outro
exemplo é mostrado na figura 39.

A figura 39 mostra o espectro proveniente da carBdfracdo ativa 23, no qual se
observa os picos (1135,6; 1121,3; 1149,6 e 116§@) diferem entre si de 14 Da, sendo que
apenas os dois primeiros tém atribuicdes conhed®asnic, [M+Na]' e Gg [M+Na]",
respectivamente. Além disso, os picos citados elifeda série (1213,6; 1227,6; 1241,6;

1255,6) em 92 Da, sugerindo que esse conjuntopilen8 represente uma série homologa.



142

El
&,5000 - 2
¢ @
f= (o2}
3 ~
£ S
4000
o
(3]
]
-
o
o
30004
o
<
™
@
(=3
S
(o)
<
(]
o
2000 q
Al
o
H (9]
: o
H —
H ©
H o
i N
N
S
1000 -
s 3
Ll —
i N
(3]
Ll
| -
2
@
[ee]
<
o
132
— T T T T T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

m/z

Figura 38. Espectro MS da fracdo ativa 24 proveniente da atognafia de fase reversa C18 HPLC
(corrida 9). Atribuicdo dos picosn(z Surfactina (Srf) A G ou (Srf) B G4 (1008,3 [M+H]),
Bacilomicina (bac) & (1021,3 [M+H], Micosubtilina (mic) Gs (1121,3 [M+Na]). Os picos 1167,4;
1321,4; 2081,7 e 3048,9 ndo possuem atribuicddsecidas.
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Figura 39. Espectro MS da fragao ativa 23 proveniente da atognafia de fase reversa C18 HPLC
(corrida 5). Atribuicdo dos picosn(z Micosubtilina (mic) Gs (1121,3 [M+Na]), (mic) C,1135,6
[M+Na]".
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Figura 40. Espectro MS da fracdo ativa 37 de uma cromat@goifase reversa C18 HPLC (corrida
7). Atribuicdo dos picos de fengicima/z 1449,5 Gs [M+H]";1463,4 Gg [M+H]"; 14714 Gs
[M+Na]*; 1477,4 G, [M+H]"; 1485,4 Gs [M+Na]" (pico base); 1487,5,¢[M+K]*; 1491,5 G; Val
[M+H]*; 1499,5 G; [M+Na]"; 1501,4 Gs [M+K]*; 1506,4 G, Val [M+H]*; 1513,5 G Val [M+Na]";
1515,5 G; [M+K] *; 1527,5 G, Val [M+Na]"; 1529,5 G Val [M+K]*; 1543,5 G, Val [M+K] .

A figura 40 mostra o espectro MS da fracdo 37 abpdr precipitacdo acida do
sobrenadante da cultura no tempo de cultivo de 3@olrida 7). As seguintes séries

homologas de fengicina foram detectadas:

1) Séries contendo AlgFgy A), espécies monoprotonada e adutos deeNéd: (1449,5
Cis [M+H]"; 1471,4 Gs [M+Na]*; 1487,5 Gs [M+K]"); (1463,4 G [M+H]"; 1485,4
Cis [M+Na]"; 1501,4 G [M+K]"); (1477,4 G7 [M+H]"; 1499,5 G; [M+Na]"; 1515,5
Ci7 [M+K];

2) Séries contendo V&(Fgy B), espécie monoprotonada e adutos deeNid":(1477,4
Cis [M+H]"; 1499,5 Gs [M+Na]"; 1515,5 Gs [M+K] *); (1491,5 Gg [M+H]"; 1513,5
Ci6 [M+Na]™; 1529,5 Gg [M+K]"); (1506,4 G7 [M+H]"; 1527,5 G; [M+Na]"; 1543,5
Ci7 [M+K] ).

Os ions moleculares av/z1477, 1499 e 1515 podem ser atribuidos a FgyAoC Fgy

B Cis.
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5.3.1.1.1 Deteccdo de lipopeptideos na matriz aliangouba

Na matriz alimentar puba foram encontrados picos @z correspondente a espécies
moleculares monoprotonadas e aduto$ Bl&K™ dos lipopeptideos iturina e fengicina. Os
melhores resultados foram obtidos a partir do extdasuspensao aguosa de puba quando
comparado ao extrato da puba suspendida apenasutamobSerdo mostrados apenas 0s
cromatogramas obtidos da suspensédo aquosa de Wabfigura 41sdo observados dois
grupos de ions moleculares que podem ser atribtadogurinas fi/z 1043-1095) e as
fengicinas (/z1449,5 - 1515,4), ndo sendo detectados ions peeactna (994-1088) e nem
para as possiveis bacteriocinas (3000-4500). Ocwepk®lS ampliado para a faixa ae/z
prevista para iturinas € mostrado na figura 42 osreeguintes ions moleculares: m/z 1043,4
(iturina C14 [M+H]); 1057,33 (iturina C15 [M+H); 1065,36 (iturina C14 [M+Na];
1079,37 (iturina C15 [M+N4}; 1081,30 (iturina C14 [M+K) e 1095,30 (iturina C15
[M+K] ).

O espectran/zpara a regido das fengicinas € mostrado na fgRiI0s seguintes ions
moleculares foram detectados: 1449,5 (fengicina (MI$H]"); 1463,5 (fengicina C16
[M+H]™); 1477,5 (fengicina C17- Ala ou fengicina C15 4 YM+H] *); 1501.5 (fengicina C16
— Ala [M+K]™); 1515,5 (fengicina C15 — Val [M+K],.

A figura 44 mostra que a fragmentacdo do ion psecut478,5 (C15 fengicina A —
presenca de Ala na posicao 6 do anel peptidicouges ions produtas/z1079,9 e 965,8. A
figura 45 mostra que a fragmentacéo do ion precd#@?2,9 (C16 fengicina B — presenca de
Val na posicdo 6 do anel peptidico) gerou apenasnoprodutom/z 994,1, ndo sendo
detectado o iom/z1108. Os biomarcadores Be globigii (B. subtilis nigey correspondentes

as massasr(/z1463,5 e 1477,5) foram detectados tanto na pudatguno meio de cultura.
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Figura 41. Espectros MS da suspensao aquosa de puba extaaibatanole concentrada em ZipTip®
C18. Atribuigcbes dos picos na faixaméz— iturina e fengicina.
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Figura 42.Espectros MS da suspensédo aquosa de puba exiaaidatanole concentrada em ZipTip®
C18. Atribui¢bes dos picas/z— Iturina (Itu) G4(1043.4 [M+H]*, 1065.5 [M+Na], 1081.5 [M+KT);
Itu C;5(1057.5 [M+H],1079.6 [M+Na],1095.5 [M+K]).
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Figura 43. Espectros MS da suspenséo aquosa de puba extosidatanole concentrada em ZipTip®
C18. Atribuicdes dos pican/z— Fengicina (Fen) & (1463.5 [M+H]; Fen G-Ala ou Fen Gs-Val
1477 5[M+HJ; 1485.5 [M+NaJ; 1501.5 [M+KTJ).
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6 DISCUSSAO

Uma variedade de lipopeptideos e de bacteriocirmhkipidos por bactérias Gram-
positivas tém atraido a atencdo para o seu usog@altem diversas areaBacillus spp.
parecem seruma fonte relativamente abundante ogpagios antimicrobianos, uma vez
gue muitas espécies deste género sintetizam pegtildipopeptideos com esta importante
atividade biologica (GEBHARDT et al., 2002; STEIRD05). Além disso, as bacteriocinas
produzidas por Bacillusspp. demonstram uma diversidade distinta em divadaaes
inibitériase tém sido estudadas em espécies difese incluindo Bacillus
subtilis(KAWULKA et al., 2004; TAMEHIRO et al., 2002)Bacillus licheniformis
(PATTNAIK et al., 2001)Bacillus cereugBIZANI; BRANDELLI, 2002) entre outros.

Neste trabalho, dois isolados, identificados cdBaaillus sp. C3 eBacillus sp. P5,
foram recuperados de puba, um alimento naturalmfemteentado de raizes de mandioca.
Embora a microbiota dominante da puba seja cofddifaor bactérias lacticas e por leveduras
(CRISPIM et al., 2013), diferentes espécies deldmébram isoladas de produtos brasileiros
fermentados de mandioca como o polvilho azedo (LRDE et al., 2005), o cauim
(ALMEIDA et al., 2007) e o caxiri (SANTOS et al.0P22). O isolamento de bacilos também
foi observado em produtos africanos similares apabmolafum (OYEWOLE; ODUNFA,
1988; PADONOU; HOUNHOUIGAN; NAGO et al., 2009)feo-foo(OKAFOR et al. 1984).
Provavelmente, a razdo de o génBaxillus ocorrer em diferentes alimentos naturalmente
fermentados de mandioca seja devido a colonizagéofiéica das raizes de mandioca por
estes micro-organismos.Teixeira et al. (2007) rentadiferentes espécies comocereus, B.
anthracis, B. atrophaeus, B. megaterium, B. thudngis, B.subtilis e B. sphaericums
raizes, caules e folhas de mandiocas coletadasestslos de S&o Paulo, Bahia e
Amazonafacillus sp. P5 foi selecionado para estudos posterior@sesentou destague em
diversos testes tendo algumas substancias isoladas.

A identificacdo de bacilos no nivel de espécie knglexa e usualmente técnicas
fenotipicas, quimiotaxondmicas e genotipicas samlas Desta forma, as trés abordagens
foram empregadas para identificar as colonias eradas a partir da massa puba. A
identificacdo presuntiva das colonias isoladas gar MPY como send®acillus spp. foi
confirmada pelos testes fenotipicos. A chave dosrses de diagndstico considerados para a

contagem das linhagens Be cereubaseiam-se na sua capacidade de provocar hiddadise
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lecitina e em uma incapacidade de fermentar o wlanEmbora estes testes tenham
melhorado a identificagdo presuntiva 8e cereus linhagens atipicas para estas duas
caracteristicas que foram descritas levariam & ateoidentificacdo. Por exemplo, em torno
de 1% das linhagens Becereussédo positivas para a fermentacdo do manitol dedlaamm

os perfis APl (APl manual, Biomérieux). Além diss®,transcricdo de varias proteinas
extracelulares, incluindo fosfolipases, proteaskeraolisinas enB. cereuse B. thuringiensis
esta sob o controle de um regulador pleiotropiatificado pelo gen@lcR.Mutacfes nesse
gene tém sido associadas ao fenétipo de hemolgative emB. anthracisou fendétipo de
hemdlise e lecitinase negativas no grupocereus(AGAISSE et al. 1999). Além disso,
hemdlise, em agar sangue também tem sido desoritactados de alimentos pertencentes a
espécies que ndo sao incluidos no grBp@ereuscomo B. subtilis, B. licheniformis e B.
pumilus(OUOBA et al. 2008).

Os isolado®Bacillus sp. C3 eBacillus sp. P5 apresentraram resultados positivos para
fermentacdo da glicose, motilidade, reducédo datoithemdlise em 4gar sangue e catalase.
Para o teste de Voges-Proskauer, que tem o obj@éwteterminar a capacidade dos micro-
organismos produzirem produtos finais ndo acidogeairos, como o acetilmetilcarbinol, a
partir dos &cidos orgéanicos que resultam da metapdlo da glicose, o teste foi positivo para
Bacillus sp. P5, enquanto que p@acillussp. C3 foi negativo. Pamacillus cereusATCC
14579 este teste € positivo, assim como Bamaycoide® B. anthracis.ParaB. thurigiensis
este teste apresenta de 11 a 89% de linhagensigymsitivas (SNEATH, 1986). O teste de
resisténcia a lizozima mostrou positividade @aaillussp. P5 enquanto paBacillussp. C3
foi negativo, porémB. cereusé positivo para este teste. Nenhuma das duasgénika
apresentou crescimento rizoidal caracteristicoBdemycoidese também nao apresentou
cristais de toxina (cristal para-esporo) que éatarsstico para a maioria das linhagen®Bde
thuringiesis(11 a 89% de linhagens) (SNEATH, 1986).

Deste modo 0s testes bioquimicos, na maioria dos sosca
identificam apenas B. cereus e B. subtilis no nivel de grupo”, ou mesmo apenas
no nivel de género (MARTINEZ-BLANCH et al., 2011§ste fato foi também afirmado por
outros autores. Guinebretiere et al. (2001) obsaemaliscrepancias entre a identificacao por
API e por métodos moleculares (sequenciamento 8aRBIA) em 23% das linhagens Be
cereus Neste estudo a analise de perfis obtidos porRiaqueles baseados em PCR nao
separou as linhagens de diferentes espécies ouanestre os biotipo8. cereusl e B.

cereus2. Assim, nossos dados mostraram que a identificaelos kits APl 50 CHB e API
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20E, também, ndo permitiram separar o isolado 08 fgj identificado posteriormente como
Bacillus cereuslthuringiensis (99,1% ID) e o isolado P5, que foi identificadomo
Bacillussubtiligamyloliquefacien$99.8% ID).

A identificacdo quimiotaxondémica por meio do Sistéede ldentificacdo Microbiana
(MIS, MIDI) baseia-se na anélise de ésteres mesilide acidos graxos (FAME). E um
método padrdo para a identificacdo de micro-orgamsés especialmente para isolados
ambientais. Nesta técnica os acidos graxos deasélateiras sdo convertidos em ésteres
metilicos e analisados por cromatografia de fasesga A composicédo de acidos graxos do
micro-organismo desconhecido é comparada a umiateith com organismos conhecidos, a
fim de se encontrar a correspondéncia mais proxsie sistema é capaz de identificar mais
de 1500 espécies de bactérias comparando-se @sqtitidos pela analise cromatografica da
bactéria a ser identificada através de nomeacamspree picos, algoritmos sofisticados de
reconhecimento de padrdes e extenso banco de daidosbiano (TESKA et al., 2003;
BUYER, 2006), constituindo assim uma ferramentdawds Gtil no auxilio a identificacdo de
espécies do génemacillus. O isolado C3 foi identificado por esta técnica coBaxillus
thuringiensisGC subgrupo A, enquanto o isolado P5 ndo podalsatificado por apresentar
Sl <0,5.

Observa-se que a composicdo celular de ésterebcowetie acidos graxos (FAME)
dos isolados demonstrou como principais acidosograpresentados pBacillus sp. C3 iso-
C15: 0 e is0-C17:0, enquanto que parBazillus em sp. P5 foi anteiso-C15: 0; iso-C15:0,
isS0-C17:0 e anteiso-C17:0. Guerra-Cantera; RaymuyR005) também observaram que a
maior proporcdo de &cidos graxos presentes nosd&dos deBacillus depositados na
Colecao Nacional de Micro-organismos das Filipifasiso-C15:0, bem como iso- C14:0,
is0-C16:0, anteiso-C17:0 e iso-C17:0 como compa@senienores. Outros isolados
apresentaram anteiso-C15:0, como o principal agrdgo, exatamente como foi encontrado
para 0 nosso isolado dgacillus sp. P5. As espécies identificadas, por este gngm
Filipinas, compreenderam. cereus, B. megaterium, B. subtilis, B. coagul&ipumilis, B.
licheniformis, Paenibacillus larvae, P. lentimorbeiBrevibacillus laterosporus.

Quanto a identificacdo por meio de técnicas moses| mesmo com as melhorias
recentes na aplicabilidade de abordagens molesulaaea filogenia microbiana, como o
sequenciamento baseado na andlise de 16S rDNAn&stéem sido capaz de discriminar
espécies intimamente relacionadas dentro dest® grAMADA et al., 1999; LOGAN et al.,

2009). Assim, através do sequenciamento do gendé rE8$ obtivemos 99% de identidade
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com as espécidB. cereuse B. thuringiensiscom 1507 pb e 1420 pb, paacillussp. C3 e
Bacillussp. P5, respectivamente. Filogeneticam@&ateillussp C3 foi agrupado em conjunto
com os membros dgrupo B. cereuscom uma similaridade de 100%, demonstrando uma
identidade de 76% comB. thuringiensis enquanto qudacillus sp. P5 apresentou 92% de
identidade conB. amyloliquefaciens

A identificacdo bacteriana baseada na andlise daéseia do gene 16SrRNA
apresenta algumas limitacées como, por exemplogsepca de multiplas copias desse gene
numa mesma linhagem bacteriana que podem difesegaéncia, levando a identificacao de
multiplos ribotipos de um Unico micro-organismo. éxtensdo da heterogeneidade
intragenémica do gene 16S rRNA entre bactériasavdei 0 a 11,6% de divergéncia na
sequéncia para 1 a 15 copias do gene 16S rRNAe papece afetar a escala fina da filogenia
de organismos proximos (CASE et al., 2007). Ouinétdcéo desta metodologia € o fato de
espécies diferentes poderem compartilhar identidamhepleta da sequéncia do gene 16S
rRNA (SATOMI; La DUC; VENKATESWARAN, 2006, LOGAN edl., 2009).

Deste modo, € recomendada a analise da sequénoiatrds genes conservados do
genoma bacteriano (gendsousekeeping para analises taxondmicas e identificacao,
complementando a informacdo obtida com o sequeectm do gene 16S
rRNA(STACKEBRANDT et al., 2002, WANG et al., 200ZQGAN et al., 2009). Dentre os
genes conservados, os genes codificadores deraotém sendo utilizados como critério
molecular para delineacdo de espécies, juntamemeocsequenciamento do gene 16S rRNA
e com a hibridizacdo DNA-DNA (STACKEBRANDT et.@a2002). Como exemplos de genes
que oferecem possibilidades de serem utilizados foas taxondmicos e de identificacdo de
varias espécies bacterianas estpoB, gyrB,groEL, recAentre outros (PETTI, 2007).0 uso
de um gene cOpia Unica para analise de comunidadss marco importante na ecologia
microbiana porque isso pode permitir uma medicAoa@a da diversidade e da relagéo
filogenética, evitando perda na resolucdo filogeaée falhas na medicdo da diversidade
devido a presenca de heterogeneidade intragendkdimabom marcador filogenético ndo
pode ser transferido horizontalmente e apresegtarals regides conservadas que decifram
relacdes filogenéticas entre organismos distant@en®éém regiées mais variaveis, que sao
usadas para diferenciar relagbes entre organisordsnfente relacionados (CASE et al.,
2007). No entanto, a analise da sequéncia dessess heusekeepingapresenta como

limitacdo a auséncia de sequéncias de referénclzaanos de dados.



154

De fato, a taxonomia do denominado gruocereusndo foi ainda completamente
elucidada. Espécies deste grupo compreendem, aoi@nB. anthracis, B. cereus,
B.thuringiensise B. mycoidesapresentando uma estreita e notavel proximidadetiga.
Devido as caracteristicas fenotipicas indistingisive as caracteristicas genotipicas destes
organismos, Ash et al. (1991) consideram Buthuringiensis, B. mycoidesB. anthracissao
subespécies dB. cereus Mais recentemente, o0 denominado gr&8aeillus cereustambém
chamado d®. cereus latu sensufoi proposto por Maughan e Auwera (2011) como
taxonomicamente ambiguo e incluindo seis espésiesitamente relacionadd. cereusB.
weihenstephanensi®. mycoides, B. pseudomycoides, B. thuringiensisanihracis e B.
cytotoxicus A identificacdo inequivoca dB. cereus sensu stri@m nivel de espécie exige
assim técnicas mais sofisticadas como hidridizag@d/DNA, sé possivel em laboratorios
especializados e ndo € adequado para a rotinaaisesnem industrias de alimentos, por
exemplo (MARTINEZ-BLANCHet al., 2011).

Da mesma forma, a taxonomia do gruposubtilis,0 grupo mais extensivamente
estudado dentro deste género, € complexa e diiéicéeparar incluindo espécies como,por
exemplo,B. subtilis B. licheniformis B. amyloliquefaciens, B. mojavensis, B. pumilus, B.
vallismortise B. atrophaeusinteressantemente, a maioria destas espéciepactlimam um
nivel extraordinariamente elevado de similaridade sequéncia do gene rRNA 16S
(frequentemente 99% ou mais) cddn subtilisnesmo que os valores de hibridacdo DNA-
DNA estejam abaixo de 70% (ROONEY et al., 2009kims refere-se a estas bactérias como
um conjunto complexo de espécies do grupo subtilislemonstrando queos métodos
moleculares, depois que as fronteiras entre agiespgdembros deste grupo sédo dificeis de
definir, obrigam-nos a repensar nossas descriciessadestas e de outras espécies de
Bacillus (MAUGHAN; AUWERA, 2011).Outras analises como a def® de genes como
gyrA e/ou gyrB e hibridizacdo DNA/DNA seriam necesséarias para aficoacdo e
identificag&o final das espécies estudadas nesialho.

Neste estudoBacillus sp. P5 foi selecionado para estudos posteriorea, wen que
demonstrou atividade inibitoria vitro contra varias linhagens de micro-organismos Gram-
positivos e alguns Gram-negativos, com destagua Ipactérias intimamente relacionadas,
como as do génerBacillus (Bacillus amylolyquefaciens, Bacillus cereziBacillus subtilig
bem como para diversas linhagens ldsteria monocytogenesalém de inibir Listeria
innocug Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus hgtima,0s fungos filamentosos

Fusarium oxysporurh sp.lycopersici, Aspergillus fumigatesa levedur&andida tropicalis
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Bacillus sp. C3 inibiu poucos micro-organismos e, aindayradgdestes tiveram um halo de
inibicdo parcial que foram denominados de haloslanids. Alguns valores de halos de
inibicdo encontrados neste trabalho pBexillus sp. P5 foram bastante semelhantes aos
encontrados por Singh; Cameotra (2004) que encaniraparaB. subtilis MTCC 121 e
Candida albicanshalos variando entre 9-11 mm para os dois miogaresmos, enquanto
gue, 0S nossos resultados, para a inibicdo de tmtagens distintas dB. subtilisvariaram

de 6 a 13 mm e paf@andidasp. foi de 10 mm.

Motta (2006) também encontrou inibicdo de bactédas mesmo género como
Bacillus cereus, assim como varias linhagens desteria sp., incluindo Listeria
monocytogenes outrospatdogenos importantes do ponto de vistsederanca alimentar por
uma linhagem d@®acillus sp. P34. Resultados semelhantes foram encontraddsm por
Bizanni; Brandelli (2002) onde uma espécie Bacillus cereus8A, posteriormente
caracterizada e identificada como produtora de batderiocina denominada cereina, inibiu
diversos micro-organismos conigsteria monocytogenes, Clostridium perfringendiversas
espécies dBacillus além de inibirStreptococcus bovie Micrococcus luteusEspécies de
Bacillus sdo amplamente conhecidas como produtoras de ritiabéom propriedades
antimicrobianas. Normalmente, as trés diferentassels de peptideos bioativos que podem
ser distinguidas sdo compostos tais como peptiaidsingicos como bacilisina erizocticina,
peptideos antifUngicos como surfactinas, iturinatereicinas e polipeptideos, tais como
antimicrobianos como a subtilina (PABEL et al.2003)

A sensibilidade das linhagens de monocytogene®bservada sugere a elevada
efetividade da possivel bacteriocina ndo purificdmlan como da surfactina parcialmente
purificada, produzida pdBacillussp. P5 como agente antimicrobiano contra este ke
patogeno. Conforme anteriormente ja descrito poitad@006), a bacteriocina produzida por
Bacillussp. P34 possui efeito bactericida e bacterioliaoreL.monocytogeneATCC 7644
pela diminuicdo das células viaveis durante a faggonencial de crescimento celular
bacteriano. Outras bacteriocinas como a bactead8Al produzida poBacillus cereusSA
também demonstrou efeito anti-listerial. Esta bamtegna também inibil..monocytogenes
ATCC 7644 quando incorporada em embalagens detifmiie e poliestireno expandido
usadas na industrializacdo de alimentos (BIZANI; RRISY; BRANDELLI, 2002).De
Araujo (2011) e Sabaté; Audisio (2013) demonstraume a surfactina também possui

atividade contrd. monocytogenes
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Bacteriocinas produzidas p8r. thuringiensisambém tém sido descritas diversos
estudos e podem apresentar diferentes configuragiaguraisEsta espécie € amplamente
empregada na agricultura produzindo uma diversidbEl&ompostos extracelulares como
fosfolipases, quitinases, proteases, exotoxinastejmas com propriedades inseticidas e
compostos antibidticos com propriedades antifursgicQuanto a sua importancia
biotecnoldgica e sua versatilidade como agente atgrale bioldgico, poucas linhagens
bacteriocinogénicas tém sido caracterizadas. Tiharic € uma bacteriocina produzida Bor
thuringiensisBMG1.7 isolado do solo. Este composto apresentawidatie contra outras
espécies do génemacillus Streptococcus pyogened.isteria monocytogene®8acturicina
F4 é uma bacteriocina que apresentou estabilideetdef a uma ampla faixa de pH e
temperatura. Sua atividade antimicrobiana foi olzs#a contra outras espécies Be
thruringiensis e bactérias Gram-positivas, sendo menos ativa efr@st Gram-negativas
(KAMOUN et al., 2005). Em um outro estudo foramedyados dois peptideos com atividade
inibitoria, porém com massas moleculares diferenbes acordo com suas caracteristicas
bioldgicas e quimicas, foi identificada a Thurici3439 (AHERN, VERSCHUEREN, VAN
SINDEREN, 2003).

O estudo da influéncia da temperatura e do pH sobte&vidade das bacteriocinas vem
interessando a comunidade cientifica. Também salygrs os meios de cultura influenciam
na producdo de bacteriocinas. Embora o crescinpgotminente deBacillus sp. P5 foi
observado neste estudo, tanto em BHI quanto em i&B, houve relacdo entre a
atividade da provavel BLIS e a biomassa ja queltivolem TSB produziu menor atividade
antimicrobiana. A correlagéo entre a biomassa divédade antimicrobiana foi observada
paraLactococcus lacti$DE ~ VUYST, 1995) e Brevibacterium linengMOTTA,;
BRANDELLI, 2003). No entanto, o crescimento celulem sempre resulta em maiores
niveis de producdo da atividade antimicrobiana (KIMHAL, DUNN, 1997).
Krier et al. (1998) mostrou que a temperatura eéddiyeram uma forte influéncia sobre a
producao de duas bacteriocinas peuconostoc mesenteroides A atividade
antimicrobiana déactobacillus curvatusoi afetada pela  manipulacdo  de pH e
temperatura (MATARAGAS et al, 2003). Nesses cagsgondicdes que causaram as taxas
de crescimento relativamente lentas estimularam  aodugdo de  substancias
antimicrobianas. O pH baixo funcionava como fatardutor e o valor ideal para o
crescimento resultou em menor atividade antimienwdi(LEROY; DE VUYST, 2002).
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Nossos resultados demonstram que a producgdo dedistarscia antimicrobianas
podem ser afetada por fatores ambientais. Par@dugiio das substancias antimicrobianas
estudadas foram encontradas como melhores condigdesnperaturas de 37 °C (24h) para
Bacillus sp. P5 para o pré-inoculo e de 42 °C (24h) pareuind Motta (2004) demonstrou
através de Andlise de Superficie de Resposta que&dma producdo da atividade
antimicrobiana ocorreu a pH inicial entre 6.0 e@@mperaturas entre 25 e 37°C. Mudancas
nas condicbes ambientais sdo relevantes quandoorsadera o potencial para aplicacdes
biotecnoldgicas destas substancias nos alimeraostestar novosisolados para producédo de
bacteriocinas.

O monitoramento da producgédo de substancias antimaras poBacillus sp. P5 ao
longo da curva de crescimento mostrou um pico tiledade antibacteriana na fase
logaritmica, enquanto que a atividade antifungaiadetectada apenas na fase estacionaria
tardia (36h) quando utizou-se o0 sobrenadantBait®llus sp. inoculado sob a forma de um
spot. QuandoBacillus sp. P5 foi inoculado sem centrifugacédo (com aslaslwa atividade
antifingica apresentou um pico conffasarium oxysporuim sp. lycopersiciem 9 h de
cultivo e outro, menor, em 36 h de cultivo.Uma Hgmdteses que poderia explicar este fato
seria de que possivelmente quando se utiliza atasélivas ddBacillussp. P5, esta bactéria
consegue exportar algum(ns) composto(s) intracéhslpe a atividade antifingica aumenta,
outra possibilidade seria a adsorcao destes coogppsia superficie celular. Ja quando em
contato apenas com o0 sobrenadante, este compostotense também presente mas soO
consegue ser detectado, com mensuracdo de ativéifiengica, somente a partir da fase
estacionaria de crescimento. Atenta-se também gafato de que as substancias com
atividade antifingica, como iturina e fengicina saetabdlitos secundarios e sdo produzidos
na fase estacionaria, enquanto que as bactericggimasetabdtitos primarios e detectadas na
fase logaritimica de crescimento (COTTER; HILL; R&®)005 b; COUTTE et al., 2010;
KIM et al, 2010; HOEFLERet al., 2012).

As medidas dos valores de pH ao longo da curvararasm uma alcalinizagcdo do
meio de cultura. Este resultado deve-se ao fatgu#ediversas espécies Bacillus sdo
micro-organismos proteoliticos e, no processo dgadiacdo de proteinas e aminoacidos,
ocorre a desaminacao destes, promovendo a libets;@mobnia para 0 meio, 0 que leva a
alcalinizacdo do meio de cultura.

Quando testou-se a acdo das substancias prodymd8scillus sp. P5 observou-se

que,quando houve adicdo do sobrenadante filtradBadélus sp. P5 apos 6 h de cultivo
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diretamente nas culturas em crescimentoBaeillus cereusATCC 14579 e de de L.
monocytogene®ATCC 6477, houve umareducdo mais intensado crestomaa primeira
espécie. Entretanto, quando utilizado o sobrenad#eBacillus sp. P5 sobre o cultivo desta
ultima espécie patogénica, a reducéo apesar desndeastica, foi mais rapida apos o contato
inicial com o sobrenadante em 4 h de incubacgdbay@&ndo uma reducgédo significativa neste
tempo. Estes acompanhamentos com contagem de UF@dmtrescimento das culturas
indicadoras, em relacdo aos experimentos contraéssaram um efeito inibitério ou
bacteriostatico tanto sobi. cereusATCC 14579 quanto sobre. monocytogeneSTCC
6477. Pesquisas sobre efeito e modo de acdo deststancias tem sido realizadas e,
inclusive, Lisboa (2006) observou o mesmo efeitttdréostatico para um peptideo produzido
por Bacillus amyloliquefaciensBM 5006 contra 19 UFC/mL del. monocytogeneATCC
6477. Assim, o efeito das bacteriocinas e outrdsstancias produzidas por espécies de
bactérias pode ser bacteriostatico, bactericidabacteriolitico e, este efeito, pode ser
influenciado por diversos fatores como concentragadgrau de pureza da bacteriocina,
concentracdo da espécie de bactéria indicadora, deecultivo e tipo de espécie indicadora
(BOUCABEILLE et al.,, 1997; MOTTA; BRANDELLI, 2002)Em uma outra pesquisa
Boucabeille et al., 1997 também estudaram o eeitmdo de acdo da linenscina OC2 contra
L. innocuaCIP8811, observando que o efeito da bacteriocifmesama cultura na fase
exponencial de crescimento foi dependente da ctmag@o® da bacteriocina utilizada. Com
altas doses de bacteriocina foram observadas peri@% de viabilidade celular em 70 min.
e diminuicdo da absorbancia de 50% em 130 min.eacidndo os efeitos bactericida e
bacteriolitico, respectivamente. Com doses baieadatteriocina um efeito bacteriostéatico
foi observado com inibicdo de innocuapois apdés 210 min. de cultivo a absorbancia nao
havia diminuido e ndo havia perda da viabilidadelae A atividade da bacteriocina também
foi testada na fase estacionaria de crescimentodguas células ndo foram afetadas.

Este estudo também mostrou evidéncias da intedierée fatores de inducdo na
producédo e otimizacdo da possivel bacteriocinayzidd porBacillussp. P5. Isso se deve ao
cultivo deBacillussp. P5 na presenca de células mortas (inativadagctnente) de outros
micro-organismos que aumentaram a atividade amébana do micro-organismo produtor
Bacillus sp. P5, com destaque para o cultivo utiliza@doynebacterium fimNTCS 7547 e
também para o co-cultivo dgacillussp. P5 com o fungo filamentogspergillus fumigatus
guando testou-se diversas bactérias (tipo ATCCa)gens fungos filamentosos. Quando

Bacillus sp. P5 foi cultivado juntamente com cepas mortabai¢€rias lacticas, isoladas do
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mesmo lote de puba, houve aumento pronunciado nédaate antimicrobiana e/ou
antifingica especialmente quando a espécie pradtabomduzida conk. fermentuniE4-249,
Lactobacillus plantarum EPF-257 e L. curvatus E4-248. O perfil das atividades
antimicrobianas frente B. cereusATCC 14579 quando utilizou-ske. fermentumE4-249
como espécie indutora foi estatisticamente supépo®,05) do que quando foi realizado o
cultivo controle, apenas com a espécie produBaaillus sp. P5. Além disso, quando a
produtora foi estimulada por crescimento em cowjunbm as ceélulas inativadas de
Lactobacillus plantarumEPF-257, os resultados das atividades antimicrabiarontral.
monocytogeneATCC 7644 foram superiores (p<0,05) aos co-cultigos todas as outras
onze bactérias lacticas isoladas da puba, exceéamdqu cultivadas juntamente com
fermentunmE4-249. E por fim, o resultado da atividade angiga utilizando-se como micro-
organismo indicaddfusarium oxysporuni. sp. lycopersiclemonstrou quéacillus sp. P5
quando cultivado com células inativadas termicametglL. curvatusE4-248 apresentou
melhor resultado de atividade contra este fungoni@ntoso quando comparado ao tratamento
controle(p<0,05).

Benitez et al. (2011) também encontrou aumentcathadade antibacteriana de
Bacillus amyloliquefaciensBM 5006 quando em cultivo coischerichia colATCC 25922
e quando somente o sobrenadante da cultura foousaho fator de indugdo, nenhuma
atividade indutora foi observada, sugerindo quetorfde inducdo esta associado com as
células microbianas, sendo o mesmo observado esteéo, ja que os valores das atividades
antimicrobianas, quando se utilizou diferentes soddantes separadamente como fatores de
inducao e o tratamento controle ndo diferiram esigamente (p<0,05).

Como ja enfatizado anteriormente, os membros dpogBu subtilislato sensincluem
uma variedade de espécies importantes industriddmgone possuem um historico de
utilizacdo segura na industria de alimentos e saosiderados bons produtores de
antimicrobianos, incluindo bacteriocinas, subst@m@emelhantes a bacteriocinas (BLIS) e
lipopeptideos (ABRIOUEL et al, 2011; STEIN, 200B)natureza protéica das bacteriocinas
implicam em uma degradacéo no trato gastrointésimanimais e humanos, o que sugere a
sua utilizacdo como conservantes naturais em alover{BIZANI; DOMINGUEZ;
BRANDELLI, 2005; CLEVELAND et al., 2001). Assim, btilina (BANERJEE; HANSEN,
1988), subtilosina A (STEIN et al., 2004; SUTYAK a&@t, 2008 b), ericina (STEIN et al.,
2002) e sublancina (PAIK et al., 1998) sdo baoteras produzidas por espécies do grBpo

subtilis Ja os lipopeptideos provavelmente representaasaecmais comum de metabdlitos
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secundarios produzidos pBacillus spp. (STACHELHAUS et al., 2002; COMPAORE et al.,
2013) e basicamente, sao classificados em trédidandiferentes, dependendo da sequéncia
de aminoacidos: surfactinas/lichenisinas, iturifragosubtilina, iturina A e bacilomicina) e
fengicinas/plipastatinas (ONGENA; JACQUES, 2008).

Neste estudo, foram detectados genes de bactesocomrespondentes ao gespaS
(subtilina) e ao suposto gesboA (subtilosina A) enBacillus sp. C3. Este fato é notavel,
pois embora ja tenha sido registrado a presenggmes para subtilina eBacillus subtilise
para subtilosina A enB. amyloliquefaciens, B. subtilis e B. atrophaeesse é o primeiro
registro da presenca destes genes para a efaxilkis thuringiensis/B. cereugspécie a
gue posssivelmente perterBacillussp. C3. EnB. subtillis 168 onde foi também observada
a producdo de subtilosina A, estudos de correlag@ice a producdo do composto e a
formacéo de esporos mostraram que ndo ha nenhiagaaentre os dois fendmenos. Dentre
0s peptideos produzidos por outras espéci@adiius verificou-se que a subtilina produzida
por B. subtilisSATCC 6633 possui tamanho e mecanismos de sinteslsantes a subtilosina
A, 0 que sugere que a producao destes composispansgavel para o processo de formacao
de esporos (BABASAKI et al., 1985).

Em Bacillus sp. P5 a presenca de genes para os lipopetiddastisia, iturina e da
bacteriocina subtilosina A foram evidenciados. @®peptideos surfactina e iturina A
também foram identificados em diferentes linhagdasBacillus isolados de ambientes
aquaticos da bacia amazonica brasileira. Estagrhmctdemonstraram atividade antifiungica
contra espécies que causam perdas econbmicas ami@srina agricultura confa flavus, A.
niger, A. phoenicis, Biopolaris sorokiniana, F. grmearum e Fusarium oxysporuim
lycopersici(VELHO et al., 2011), além da inibicdo de patégermsmolL. monocytogenes e B.
cereuspor estas linhagens ja ter sido previamente dag®i©OTTA et al., 2004).

Pattnaik et al. (2001) descreveram a lichenina, pusto do tipo bacteriocina
produzido porB. licheniformis que possui atividade surfactante e massa molecldar
aproximadamente 1400 daltons. Bechard et al. (1888ram uma espécie @ subtilisda
maca e observaram a producao de um lipopeptideopcopniedades antimicrobianas. Esse
lipopeptideo apresentou um amplo espectro de atieiccontra bactérias Gram-negativas e
estreito espectro de atividade contra Gram-positisando ativo contra um dos dois fungos
filamentosos testados. Seu efeito soAgFobacterium vitismostrou-se bactericida, porém
nao sendo associado com lise celular. O lipopepigeesentou uma massa molecular de 1,5

kDa, mas quando este formou agregado, uma massd0dkDa foi observada. As
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caracteristicas deste lipopeptideo foram similaes peptideos antibiéticos classificados
como surfactantes. A surfactina produzida Bosubtilisé um lipopeptideo antimicrobiano
ciclico, também classificado como biosurfactanteuasS propriedades antivirais e
antibacterianas sao conhecidas. Seu modo de aicéstdidado por Vollenbroich et. 41997

a) e observou-se a desintegracdo da membranaasito@lica de micoplasmas assim como
sua baixa citotoxicidade para células de mamifdsts.permitiu a inativacdo especifica dos
micoplasmas, sem efeito deletério para o metabolsgtular e para as células do hospedeiro.
Producdo de um biosurfactante Borlicheniformed=2.2 foi observado em um outro estudo.
O isolado foi capaz de produzir um novo biosurfaieteBL1193, assim como outros dois
lipopeptideos plipastatina e surfactina. Para adyg@o destes compostos, diferentes
requerimentos nutricionais tém sido observadog]igpmendo a producdo de um ou de outro
(THANIYAVARN et al., 2003).

Yoshida et al., (2001) atribuiu a uma linhagenBdamyloliquefaciengncontrada na
amoreira, a producdo de um composto que impedeolgepacdo de bactérias e fungos
fitopatogénicos.B. amyloliquefaciené conhecido como produtor de iturina, uma familia
de antibidticos lipopeptideos ciclicos (HIRADATE et al., 2002).Linhagens
deB. amyloliquefacienprodutoras de iturina A2 tém sido usadascomo agedé controle
bioldgico para suprimir patdégenos fungicos de pisufy OSHIDA et al., 2001, YU et al,
2002). A linhagem deB. amyloliquefaciend894 foi usada como um agente de controle
biologico para suprimir Rhizoctonia solanise outros fungos fitopatogénicos. Trés
componentes antifingicos foram isolados da cultlmamicro-organismo e identificados
como isoformas da iturina A. O grupo € formado iparina A-E, bacilomicina D, Fe L e
micosubtilina (YU et al., 2002). A subtilosina, bartocina relatada em estudos anteriores
como sendo produzida apenas pBr subtilisfoi encontrada em uma linhagem de
B.amyloliquefacienssolada a partir de um produto lacteo fermentadqrdéteina foi ativa
contra L. monocytogene® o0s isolados clinicossardnerellavaginalise Streptococcus
agalactiaesem provocar danos a microbiotaindigena, levandutises da pesquisa a propor
sua utilizacdo no tratamento de infeccdes, espeerdke no caso da. vaginalisque tem se
mostrado capaz de desenvolver resisténcia as ddmascolha (SUTYAK et al., 2008 b).
Elevada atividade inibitérim vitro contra maltiplos fungos e oomicetos patégenos detas
foi encontrada para a linhagem Blemyloliquefacien§A1. Quando utilizada no tratamento
de sementes, apresentou diminuicdo de doencaslaasias pela antibiose direta contra

patogenos oriundos do solo. Além disso, reduzimnfac¢do pos-colheita de macgéas por
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Botrytis cinerea o agente causal da doenca do mofo cinzento. @ssdapresentados neste
altimo estudo sugeriram a secrecdo de multiplodbiatitos e demonstraram o potencial da
cepa GAl dé8. amyloliquefacienpara ser usada como agente de biocontrole (TOURE, et
2004; ARGUELLES-ARIAS et al., 2009).

Neste estudo, a linhagem dacillus sp. P5 que apresentou os gémnEs e sfp
demonstraram atividade inibitéria contrAspergillus fumigatus, Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Candida tropicalsFusarium oxysporumsp.lycopersiciOs peptideos do
grupo das iturinas e fengicinas sdo capazes dearakkeestrutura e a permeabilidade da
membrana celular (DELEU et al. 2005). A producaatdena por linhagens dBacillus é
frequentemente um fator importante por conferividéide antifingica. Da mesma forma,
bacilomicina F e fengicinas foram relatadas nai¢éib de fungos patogénicos para plantas
(MOYNE et al., 2001; RIVARDO et al., 2009). Os rkkados sugerem que a atividade
antifingica deBacillus sp P5 é associdada com lipopeptideos do grupo tdasabs
juntamente com surfactina. Caldeira et al., (2G86)bém relataram quRacillus sp. CCMI
1051 produz metabolitos com atividade antifUngi@atraAspergillusnigeyBotrytis cinerea,
Cephalosporiurnsp., Cladosporiumsp., C. cladosporioidesC. resinae Fusarium solani, F.
oxysporum, Penicilum expansuRhizopussp., Trichodermaharzianumrl. pseudokoningié
T. koningii

A atividade antifungica d8acillus sp. P5 pode ser devida a producéo de iturina A e
fengicina, uma vez que se detectou a presencardss ggecursores para estas substancias,
através da técnica de PCR seguida de sequenciaah@ramplicon e por espectrometria de
massa, foi possivel identificar diversdastersde iturina e também de fengicina, no meio de
cultura BHle, também, diretamente na matriz alimede puba de onde isolouBacillussp.

P5.

A surfactina é o biotensioativo mais ativo (ROSEMEE RON, 1999), com
excelentes propriedades de superficie e tambémp gamafirmado anteriormente, com
atividade contraL. monocytogene$SABATE; AUDISIO, 2013) além denterococcus
faecalisATCC 2912, Lactococcus garvia&kCCM 40698 Streptococcus parauberi3SM
6631,Flexibacter tractuosuATCC23168 eVibrio harveyiATCC 14126 (KIM et al., 2009).
Para iturina e fengicina ha relatos demonstranduiciio de diveras espécies de fungos
incluindo Fusarium oxysporumt. sp. cubense(YUAN et al., 2013). A subtilina é muito
similar a nisina, que é a mais importante bactaréodo grupo dos lantibiéticos lineares e é

usada como um conservante de alimentos. Ja o pepdictimicrobiano subtilosina A foi
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isolado pela primeira vez a partir das bactériasnGpositivas Bacillus subtilis 168
(BABASAKI et al., 1985) e, subsequentemente, mast® ser produzido também por outras
linhagens ddB. subtilis bem comdacillus amyloliquefacienéSTEIN et al, 2004; SUTYAK
et al, 2008 b) eBacillus atrophaeus(STEIN et al., 2004). Assim, subtilosina A foi
considerada Unica devido ao seu processo de matumagestrutura molecular incomuns
(KAWULKA et al., 2004), que apoiam a sua inclus@dmo uma subclasse distinta dentro do
sistema de classificacdo de bacteriocinaBatgllus (ABRIOUEL et al., 2011).

A co-producdo de dois lipopeptideos pela mesmaagdjeim bacteriana pode ser
vantajosa, uma vez que um efeito sinérgico pode@cd producdo simultanea de surfactina
e iturina so foi relatada paB subtilis (SANDRIN et al 1990; AHIMOU et al., 2000) e,
possivelmente, pafd. amyloliquefacien$SOUTO et al. 2004). A co-producéo de surfactina
e bacilomicina foi relatada paB subtilis (ZHANG et al., 2008). Co-producdo de trés ou
mais lipopeptideos antibidticos ndo é usual, mas s&do descrita. Kim et al. (2010)
demonstraram a producéo de iturina, fengicina fastuma deB. subtilisCMB32, semelhante
ao que foi observado também por Velho et al. (2@Bta a linhagenBacillus sp. P7 e ao
nosso estudo, em que encontramos co-producdo dactswa, iturina e subtilosina A
paraBacillus sp. P5, quando da detectecdo através de possieeés grodutores destas
substancias, por PCR seguido de sequenciamentangagons. Estes resultados concordam
com o fato de que a producdo de lipopeptideos amtibmanos pomBacillus spp. esta sob
regulacdo complexa e uma mesma linhagem bactepad@ produzir diferentes peptideos
(YAO et al., 2003; STEIN, 2005). Além disso, a cogucao de diferentes lipopeptideos por
Bacillus spp. pode dificultar as tentativas de purificag&oenorme variabilidade estrutural de
diferentes lipopeptideos e de seus homodlogos tarmgplexa a identificacdo definitiva destas
substancias (CALDEIRA et al., 2008; CHEN et al.02pD

Os biossurfactantes apresentam uma vantagem sofaetantes sintéticos porque a
maioria sdo biodegradaveis e, geralmente, menasogXSINGH; CAMEOTRA, 2004). No
entanto, o uso de biossurfactantes para as inasisélimentares e quimicas ndo é algo,
geralmente, competitivo por causa do custo relaterde alto de producdo. Assim, a
identificacdo de linhagens mostrando niveis de uyredade compativeis com as
necessidades econdmicas constitui um desafio dwiairande relevancia, o que requer o
desenvolvimento de métodos simples e confidves aaiecionar linhagens produtoras
de surfactina e de outros biosurfactantes. A lieshageBacillus sp. P5 causou hemolise em

agar sangue e mostrou capacidade emulsificantdemmmiineral e 6leo de soja, aléem de
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reduzir a tensao superficial do meio de cultura pdveis considerados baixos. A literatura
atual considera estes dados como interessantea paporacao de biossurfactantes.

Embora o método de Hsieh et al. (2004) tenha sidservolvido para investigar
surfactina entre espécies afins Be subtilis a lise de eritrécitos do sangue pode estar
relacionada com a producédo de outros compostassadiém de surfactina. O isolado de puba
Bacillussp. P5 apresentou hemolise em agar sangue deroarnei

Os resultados para producéo de bioemulsificanteck® a linhagem dgacillus sp.

P5 que apresentou indice de emulsificacdo no sattaete de 59% para tolueno e de 40%
para o 6leo mineral, indices estes consideradoadie pela literatura. Para biodiesel de soja
o indice de emulsificacé@o foi de 24%. Para os saiotentes apos crescimento em meio de
Landy suplementado com glutamato igualmente Ballus sp. P5 houve emulsificacdo DE
60% para xileno. E, para o teste com biodiesebgietanto os sobrenadantes dos cultivos em
meio de Landy com glutamato quanto com argininaesgmtaram emusificacdo de apenas
1%.Bueno (2008) testou oito bactérias pertenceategéneroBacillus para producdo de
indice emulsificante cujos caldos (sem a presewrcaétllas) apresentaram diminuicdo de
tensaosuperficial de no minimo 20% e o indice delsfitacdo foi estavel apos 24 h. Velho
et al. (2011) testou seis linhagens Blgcillus sp. que incluiranBacillus subtillis ATCC
19659, Bacillus sp. P34,Bacillus licheniformisP40, Bacillus sp. P7,Bacillus sp. P11 e
Bacillus subtilisP45B e que apresentaram indices de emulsificag@ando de 43 a 48% em
0leo mineral e de 20 a 45% em oOleo de soja.

A medida da tensdo superficial foi avaliada na matiséde células microbianas e
apresentou, parBacillus sp. P5 um valor de 29,2+0,2 mN*matravés da medicdo em um
tensiémetro digital reduzindo a tensdo superfidg@meio de cultura BHI (48,4+2,4 mN
de forma significativa. J4 parBacillus sp. C3 a reducdo de 45,1+2,7 mN* rfoi
insignificante. Quando foi utilizado o meio de au#t de Landy com arginina houve reducéao
de 65,40+0,2 mN fh (meio de cultura ndo inoculado) para 56,95+0,9 mifNparaBacillus
sp. C3 e de 29,06+0,4 mNhparaBacillus sp. P5, conferindo, mais um vez, destaque para
Bacillus sp. P5 em detrimento dacillus sp. C3. E, por fim, quando utilizou-se 0 meio de
cultura de Landy com glutamato ndo ocorreram regligignificativas na medicdo da tensao
superficial para ambas as espécies testadas.

Nos ensaios realizados por Barros; Quadros; Pag068) foi pesquisado a
producaode biossurfactante p@&acillus subtilis linhagem LB5a (DCA/FEA/Unicamp)

quando cultivado em manipueira, residuo liquidoveneente da fabricacdo de farinha de
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mandioca,eos resultados mostraram que o biossamfacexibiu uma excelente atividade
tensoativa, reduzindo a tensdo da agua de 72,212Fa01 mN rit, confirmando os dados
reportados por Cooper et al. (1981), Peypoux; Botim Wallach (1999) e Nitschke;
Pastore (2006).

B. licheniformisBAS50 foi capaz de produzir surfactantes que raduaetensao
superficial da agua a valores proximos de 29 ml apresentando ainda estabilidade em
salinidades superiores a 40% (YAKIMOV et, dl995). Da mesma form&. licheniformis
JF-2 produziu biossurfactantes que reduziram adterssiperficial da agua para valores
inferiores a 27 mN i (JAVAHERI et al., 1985)B. coagulansB1 em um outro estudo foi
capaz de reduzir a tensdo superficial para 27,4AnMNHUSZCKA; BURCZYK, 2006). A
surfactina representa um dos agentes tensoativissefiedivos e estudados até hoje, capaz de
reduzir a tensdo superficial da &gua de 72 pa@m3d,nY em uma concentracdo de 0,05 %
(ARIMA; KAKINUMA; TAMURA,1968; COOPER et al.,1981).

Benitez et al. (2010) também isolaram Buarcillus amyloliquefaciensBM 5006 que
produz atividade antagbnica contra bactérias patogg e fungos fitopatogénicos, incluindo
Aspergillusspp., Fusarium spp. eBipolaris sorokiniana Na andlise de PCR detectou-se a
presenca dos gendésiD e sfp que codificam para iturina e surfactina, respectiente. A
substancia antimicrobiana produzida por esta liahmadoi isolada por precipitacdo com
sulfato de amdnio, cromatografia de gel filtracdexéracdo com 1-butanol. O espectro de
MALDI-TOF de B. amyloliquefacien&BM 5006 indicou que este micro-organismo produz
dois peptideos antimicrobianos, com picos prinsipaiz 1058 Da e 1464 Da, o que
corresponde a peptideos semelhantes a iturinayicifes

Velho et al. (2011) também encontraram atividadédbica e a presenca de gesgs
eituD (surfactina e iturina A) entre as cepasBaeillus isoladas da bacia amazonica. Foram
testados seis espécies Bacillus e todas as linhagens testadas produziram compostos
tensoativos além de causarem inibicdo do cresconelet varios fungos patogénicos,
incluindo Fusarium spp., Aspergillusspp. eBipolaris sorokiniana Lipopeptideos também
foram isolados a partir de sobrenadantes de cudtaraalisados por espectrometria de massa.
Foram observados picos caracteristionkg para surfactina e iturina e algumas estirpes
também produziram fengicina e bacilomicina. Atribee que a atividade antifingica notavel
esta associada com a co-producdo de trés ou rpajgeptideos antibidticos pela mesma

linhagem bacteriana.
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O objetivo geral de um processo de purificacdo rdéefnas ndo € apenas a remocao
de contaminantes indesejados, mas também a coac@&otda proteina de interesse e sua
transferéncia para um ambiente onde esta apreserdatavel e adequada para a aplicacao
pretendida. A pureza de proteinas € pré-requisita p estudo de suas estruturas e funcgdes,
ou para suas aplicacfes potenciais, sendo quesbd@\purificacdo requerido depende do uso
final da proteina. Alto grau de pureza é necesgdai@a estudos estruturais ou aplicagbes
terapéuticas e baixo ou moderado grau de pureza gaicacdes industriais, como na
indUstria alimenticia ou na producéo de detergadtesesticos (QUEIROZ et al., 2001).

O cultivo deBacillussp. P5 em caldo BHI foi centrifugado apds tréerdifites tempos
de cultivo (6h, 30h e 36h), selecionados conforrsepios de atividade na curva de
crescimento e producéo e, o sobrenadante resylterieminado extrato bruto, foi utilizado
como fonte para extracdo de lipopeptideos e desiiacinas no processo de purificacdo
parcial. O processo de purificacdo consistiu era @t@pas: precipitacdo acida ou extracao
com butanol, cromatografia de fase reversa e agpeetria de massas. Testou-se também a
precipitacdo acida para isolamento de lipopeptidefsu substancias semelhantes a
bacteriocinas, no entanto, os melhores resultadoseyam para a extracdo com butanol,
resultando em maiores atividades ap6s submiss@ondatografia de de fase reversa e de
espectrometria de massas.

Barros; Quadros; Pastore (2008) em um estudo sastpeopriedades emulsificantes e
a estabilidade de um biossurfactante produziddpoillus subtilisem manipueira realizaram
fermentacdo, em fermentador piloto com capacidada ®0 L, utilizando-se manipueira pré-
tratada como substrato. As condi¢cdes de processonf@5 °C, 20 L/hora de aeracdo e
agitacdo de 150 rpm. A recuperacao primaria dastafite foi realizada por meio da coleta
da espuma produzida no interior do fermentador senad biomassa removida por
centrifugacdo, o sobrenadante foi acidificado carucggio 2 M de HCI para pH 2,0 e a
biomassa, novamente centrifugada. Apds a centgliggao sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi suspenso em agua. O pH foi eleyzta 7,0 com solugdo 1 M de NaOH e o
precipitado, seco em estufa a 50 °C. ApOs secagemproduto, foi feita extracdo com
cloroférmio/metanol (65:15) e novamente seco emfasO produto obtido foi identificado
como biossurfactante semipurificado.

A cromatografia de fase reversa em coluna C18 adapho HPLC, especialmente
quando da utilizacdo de gradiente de acetonitAl@N) iniciando em 20% demonstrou ser

uma ferramenta importante no isolamento inicialipepeptideos enBacillus sp. P5 Com
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relacdo aos tipos de colunas C18 que foram utdizaBhephasi' Peptide ou Shim-Pack,
ndo foram encontradas diferencas relevantes. A ic@edo entre cromatografia de fase
reversa em coluna C18 acoplada ao HPLC e juntameamte espectometria de massas
MALDI-TOF foram instrumentos utilizados como métedeficientes para identificacdo dos
peptideos antimicrobianos, incluindo lipopeptiddodrofobicos na faixa de 1-1,5 kDa
(STEIN; 2008). Entretanto, a bacteriocina subtriasf, cuja razadon/z descrita na literatura
para a forma monoisotopica € de 3400,57, ndo foor@rada nos extratos butanolicos como
descrito por Stein (2008), embora o genbA tenha sido detectado (figura 11).

Existem diferentes isoformas para cada ipopeptigaee,variam no comprimento da
cadeia de acidos graxos e residuos de aminoaaidess anéis peptidicos. Por conseguinte,
alguns dos valores correspondentesrdaliferem por um valorde 14,0 que corresponde a
massa molecular de um grupo metileno,@dr exemplo,1031,1045 e 10692. A presenca
de adutos de sodio e de potassio também favorémemias de 22 Da (103d/21053n/z
1045m/2106mM/2ou 38Da (1,048n/21083n/2 nos picos.

A analise dos espectros de massas de lipopeptainsicrobianos d@acillus spp.
no meio de cultura BHI indicaram picos caractargsti para isoformas de surfactina,
fengicina, iturina, micosubtilina e bacilomicinalnindo ions [M + Na] e [M+K]". J& iturina
e fengicina foram detectadas tanto no meio de reutle Landy quando na matriz alimentar
da puba, tendo sido encontrado ainda no meio dedyLaespécies moleculares
monoprotonados e adutos de ions sodio e potassiarfZetina.

A fragmentag&o de ions moleculares selecionadestdebs neste trabalhm/z1030
(surfactina A G4 ou surfactina B g [M+Na]") e m/z 1079 (iturina Gs [M+Na]"), foram
comparados aqueles das amostras comerciaisdeiusoafactina (Sigma-Aldrich) e alguns
ions produtos semelhantes foram encontrados ptea @sis lipopeptideos confirmando as
atribuicdes moleculares deste estudo.

Para a surfactina, por exemplo, o ion prodotfz 684,2 (pico base) detectado
nafragmentacdo do ion molecular 1030, mostrado igaraf 33 A e 33B, também foi
encontrado em outros estudos (HUE et al., 2001;CHE&P 4 -Characterization of
surfactins..., 2010D pico de m/£485,5 foi atribuido comosendo um fragmento interno
protonado [(H) Lef&Leu’-Val*-Asp>-Lel’-Leu’(OH)+H]" do fon precursor intactode
homélogos de surfactinaCHAPTER 4 -Characterizatiosurfactins..., 2010). Por este ion ser

ubiquo nas fragmentacdes de surfactina ele eadidi como um marcador deste lipopeptideo.
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Os picosm/z 1463,7069 [M+H]+ caracteristicos de fengicings @ambém foram
relatados por Chen et al. (2010) e por Kim et @D@, além de este Ultimo autor também ter
encontradan/zde 1477 e 1505 igualmente como foi encontrado gtar gesquisa, sugerindo
que ha uma série de moléculas homologas para ebtiascia. O espectro de massas
MALDI-TOF a partir da cultura deBacillus sp. P5 revelou untluster contendo vérias
moléculas que foram observados em [Mihlg = 1449,4; 1477,8; 1485,6; 1491,7; 1505;5.
Além disso, também foram observados [M¥]z = 1501,6;1515,5; 1529,7; 1543,8e
[M+Na]*m/z = 1485,6; 1499,8; 1513,0 e 1527,0. A relagd@ destes picos demonstraram
alta semelhanca com os homdélogos de fengicina (8ERL VATER, 2000; VATER et al,
2002; KIM et al, 2004, STEIN, 2008), sendo que kd$ encontrados na presente pesquisa
correspondem aos mesmos pice& encontrados por Vater et al. (2002) e a 13 picak
encontrados por Stein (2008). Foi possivel tambBterese a fragmentacéo do ion precursor
1478,5 (C15 fengicina A — presenca de Ala na podsicélo anel peptidico) que gerou os ions
produtos m/z 1079,9 e 965,8 considerados pela literatuna/z (1080 e 966) como
biomarcadores de fengincina A (WANG et al., 20@33. biomarcadores d®. globigii (B.
subtilis nige) correspondentes as massagz(1463,5 e 1477,5) foram detectados tanto na
puba quanto no meio de cultura.

Para iturina o espectro de massas MALDI-TOF tamb&ralou umcluster contendo
varias moléculas que foram observados em [Mri]= 1043,3 e 1057,4. Além de também
terem sido observados [M+Kh/z =1081,3 e 1095,3 e [M+Nain/z = 1065,5e 1079,3;
1079,5; 1079,57.

Um pico de [M+HJm/z 1021,3 correspondente a bacilomicina; @mbém foi
encontrado neste estudo. Do mesmo modo, Peypoal, €984 relataram um espectro de
massas FABHast Atom Bombardment Mass Spectromegiaya bacilomicina L apresentando
um dos principais picos com (M + H)/z1021. Os pesos moleculares calculados a partir da
formula anteriormente relatadagd;1N9O,7 € de M = 1021 e, deste modo, a férmula correta
de bacilomicina L deve ser revista paragHG:N10016 (PEYPOUX et al., 1984). J& Stein
(2008) relata o valor de [M+1/]/z1021,52 para bacilomicina L&

Também foram detectados, nas corridas 5 e 10, [fANa1121,6 e de 1135, 6
correspondentes a micosubtilinag@® Gg, respectivamente. Stein (2008), por sua vez,
encontrou igualmente [M+Najh/z1121,60 e de 1135,61, além de ter encontrado também

outros valores dm/zpara micosubtilina
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Os picosm/z1044 e 1058 que foram encontrados nesta pesqumsardam com as
mesmas isoformas de surfactina descritos pBra amyloliquefaciensCCMI 1051
(CALDEIRA et al. 2008). Além disso, o espectomedmmassas MALDI-TOF revelou que
ha uma série de sequéncias homologas nas variggcutad que foram encontradas de
surfactina de G a G7: [M+H] m/z= 994,39; 1008,5; 1022,5; 1036,4; 1050,8 e 1064&6&
ultima sendo possivelmente surfacting @endo sido ainda pouco relatada (BATRAKOV et
al.,2003;LIU et al., 2007). Assim, um total de 15 picosrd& demonstraram ser iguais aos
descritos por Stein (2008), com adutos de N e K e variando de G a Gs, exceto a
surfactinaci7,que nao foi relatada por este autor e que foi éredo no presente estudo.

A isoforma de surfactina ;& tem sido raramente descrita, tendo sido relatada n
trabalho de Bacon et al. (2012) em trés linhagenB.dmojavencisqguando cultivados em
caldo nutriente e dez linhagens do mesmo bacilmdpaultivados em caldo comercial
Pharmamedia, sendo que a maioria dos pesquisagiocestram isoformas dos tipogs@
Ci5, a forma mais ativa biologicamente (ZHAO; YANG; M2D12).

Stein (2008) encontrou as bacteriocinas subtinhtilosina, ericina A e ericina S nos
extratos butanolicos de cultura 8acillus subtilis Assim, a linhagem d8&acillus sp. P5
isolado de puba de mandioca mostrou produgcéo deanmpéa gama de pican/z indicando
gue esta bactéria produz uma mistura complexa mmdptideos antimicrobianos. Estes
resultados sugerem que a atividade antifungicaadegtagem esta associada a iturina e/ou
surfactina, bacilomicina e fengicina, bem como sgd@o biossurfactante. Acdo contra
bactérias comoL. monocytogene® B. cereuspode ser explicada pela sua producao
igualmente de surfactina e micosubtilina, estanatjia tendo inibiddMicrococcus luteus
surfactina diversas espécies bacterianas, dentpeagsl.. monocytogenes

Bacon et al., 2012 em um estudo de caracterizagadinlagens endofiticas de
Bacillus mojavensie sua producéo de isoformas de surfactina encantra caracterizaram,
pela primeira vez linhagens & mojavensigapazes de produzir um numero consideravel de
isoformas de surfactina, também tendo sido ideatiias outras espécies Blacillus como
produtores de surfactinas, apoiando o fato de gugriori, a biossintese deste grupo de
lipopeptideo € caracteristica de membros do gémaallus Os dados desse estudo
indicaram que 93% dos isolados do génRamillus foram capazes de produzir isoformas
variadas do lipopeptideo surfactina em um ou andsosmeios testados (caldo nutriente e
meio comercial Pharmamedia), particularmente aquetaociadas com fortes caracteristicas

de biocontrole tais como como surfacting, @pesar de ter sido detectada a producédo de uma
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mistura de surfactinas que variaram o comprimeatoatieia de acido graxo entrg @ Gz.

A maioria das espécias foi identificada corBacillusmojavensisndo havendo muita
diversidade genotipica entre estes isolados. Bgice foi recentemente separada do grande
grupo de bactérias d& subtilise foi possivel determinar estas cepas como samttfidcas

de milho e apresentando um potencial de biocontralevido a inibicdo de
Fusariumverticillioides produtor demicotoxinas. No entanto, os resultadogdos nesse
estudo sugerem que outras substancias também ped&n envolvidas, indicando a
necessidade de analises quimicas adicionais dg@gfaibitorias.

Com relacdo as espécies produtoras de surfactisth&et al. (2010) isolaram uma
bactéria de solo identificada coni subtilis subsp subtilis que é capaz de sintetizar
diferentes isoformas de surfactina bem como t@ades da mesma espécie e subespBcie,
subtilis subsp subtilis C4, M1 e G2lIl foram caracterizados como produtatessurfactina,
além de serem efetivamente ativos cohtranonocytogenesncluindo também as linhagens
que se tornaram irreversivelmente resistentestasoemas (IBARGUREN et al . 2010).

Em B. pumilus, endofitico de mandioca, isolado de etnovariedatkesmandioca
cultivada por tribos indigenas do Amazonas foi fmatlo o lipopeptideo pumilacidina, um
metabdlito secundério com atividade antifingica ({@Eet al., 2009).

Nitschke; Pastore (2006) estudaram residuos indisstailternativos para a producao
de biossurfactantes e, dentre estes, a manipugisamdo inoculada conB. subtilisLB5a
forneceu nutrientes necessarios a producao deejpim®zo. A manipueira € composta por
carboidratos como frutose, glicose, sacarose @0°8) e por minerais como P, K, Mg, Mn,
S, Fe, Cu, Zn,e Ca (CEREDA, 1994). Os sais mirgisao nutrientes importantes para a
producdo de surfactina por linhagens Bacillus (COOPER et al., 1981).Quando a
manipueira foi comparada com meio sintético e clyures residuos, tais como melago e soro
de leite, segundo valores de tenséo superficial filo meio de cultura, a manipueira foi o
substrato no qual os menores valores de tensdm fereontrados (26 mNf indicando,
mais uma vez, que este sub-produto esta entre s mde cultura mais adequados para
producao de biossurfactante (NITSCHEKE et al, 2BXRROS et al, 2007).

Da mesma forma, a puba um produto amilaceo, mestadequada ao crescimento
de bacilos. As composi¢des centesimais das amairpgbas D e E utilizadas neste trabalho
foram respectivamente: umidade (5,35+0,61 e 5,830 proteinas (0,3+0,02 e 0,6+0,02),
cinzas (0,22+0,002 e 0,19+0,02); lipideos ( 0,60&0e 1,04+0,10); fibra detergente neutro
(54,29+4,68 e 38,52+2,77); carboidrato (39,25+2e4%3,4+3,89). Este substrato forneceu
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nutrientes adequados ao crescimentdBdeillus sp. C3 e P5(CRISPIM, 2013) e nele foi
detectado lipopeptideos fengicinas e iturinas.

Hwang et al. (2007) constataram que surfactinaziado namero de células de
Escherichia coliem camundongos infectados com o patégeno. Huaalg @007) relataram
o efeito antagonico da surfactina em esporoBdeereuse recomendaram o uso deste
metabdlito como um aditivo em produtos alimentgr@s evitar o crescimento do patdgeno.
Nitschke et al. (2009) e Zeraik; Nitschke (201Qudaram o efeito da surfactina sintetizado
por uma linhagem dB. subtilisisolada do solo. Eles analisaram o efeito do catopsobre
as propriedades de aderéncia ldemonocytogenegm aco inoxidavel e superficies de
polipropileno e observaram que surfactina diminaitadesdo do agente patogénico. De
Araujo et al. (2011) também constataram que sumfacteduziu a adesdo do agente
patogénico as superficies de poliestireno, masrglegelataram nenhum efeito significativo
deste metabdlito na viabilidade de monocytogenesEstes resultados sugerem que a
surfactina, como um composto microbiano, pode s&rsiderada como uma ferramenta
natural para o desenvolvimento de novas estratégaa prevenir ou controlat.
monocytogenesa industria de alimentos.

Nossos experimentos identificaram elevada produt@odiferentes isoformas de
surfactina (de &-C;7) incluindo a isoforma ¢, que é biologicamente considerada a mais
ativa e a isoforma G, raramente descrita. No entanto, a inibigéovitro observada nao
necessariamente pode ser apenas relacionada camonesntracfes totais de surfactina,
sugerindo um mecanismo complexo para a inibicda @opresenca de outros fatores
desconhecidos.

Comparativamente aos diferentes tempos de cultp 30h e 36h) e as diferentes
técnicas de extracdo/colunas utilizadas para édrdos lipopeptideos pode-se afirmar que,
com o aumento no numero de horas do cultivo houva maior quantidade de substancias
que foram isoladas, num total de cinco diferenipsst surfactina, iturina, fengicina,
micosubtilina e bacilomicina. JA& em 30 h, quatrbssincias foram isoladas: surfactina,
iturina, fengicina e micosubtilina e, em 6 h, agetmés substancias foram encontradas, sendo
elas surfactina, fengicina e micosubtilina.

Comparativamente a curva de cresciment8alallus sp. P5 realizada em meio BHI,
percebe-se que apols extracao e submissdo a croai@tap fase reversa e espectrometria de
massas, apos 6h de cultivo, encontraram-se maistésuias relacionadas a atividade

antifingica e de biossurfactante, como fengicisaréactina, além de micosubtilina com acéo
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contra fungos e também, como ja afirmado, contractéériaMicrococcus luteusPEYPOUX

et al., 1979). Pode-se presumir que a presencandpieco de atividade antimicrobiana de
Bacillussp. P5 contr®@acillus cereusATCC 14579 em 6h de cultivo esteja relacionada aom
presenca de micosubtilina, que também possui ag@ganista contra diversos patdégenos e
potente acdo antifungica, além de ter sido recesnitandemostrada acdo de biocontrole
contra patégenos de tomateiro do géreythium (FICKERS et al., 2008; BECHET et al,
2013).Além disso, correlacionando estes resultadosa curva de crescimento realizada para
a atividade antifungica, utilizando-se as célua$dctéria produtora, observou-se um pico de
inibicdo em 6h de cultivo, que possivelmente, slejado a acédo de fengicinas. Assim como
Touré et al. (2004) também demonstraram que end@stainéticos as fengicinas foram
sintetizadas paBacillus subtilisGA1 preferencialmente no final da fase logaritntiaanicio

da fase estacionaria correspondentes a baixa taggescimento celular, em contraste com os
outros dois grupos de lipopeptideos que séo clar@m@oduzidos durante o crescimento
exponencial (surfactinas) ou ainda mais tardeasa éstacionaria (iturinas). Estes resultados
também estdo de acordo com as investigacOes ratapad Lin et al. (1999), mostrando que a
transcricdo de genes de fengicina sintetase ermadtio final da fase exponencial de
crescimento.

J& com a extracdo em 30h de cultivo, além das dubstancias mencionadas
anteriormente para 6h (surfactina, fengicina e subtlina) ha o aparecimento de iturina.
Comparativamente, a curva de crescimento realizada atividade antifUngica pode-se
observar atividade antifungica contfa oxysporumf. sp. lycoperisi a partir de 24h de
incubacdo deBacillus sp. P5, mantendo-se a mesma atividade antifungicé8@h. Estes
resultados também concordam com os resultadososbtidr Touré et al. (2004) e ja
mencionados acima de que os lipopeptideos do gtapaturinas sdo produzidos um pouco
mais tarde, ou seja, na fase estacionaria de oresto.

Por fim, em 36h de cultivo observa-se, além dospiptideos mencionados acima,
também a presenca de bacilomicina, comprovadansenteacdo antifingica, além de haver
uma correlacdo entre o aumento da atividade enwmalsieé (k4 e antifingica, sobretudo
quando utilizou-se células dBacillus sp. P5. A presenca de surfactina €& visivelmente
explicada pelo fato da atividade emulsificante regtasente de 3h a 48h de crescimento de
Bacillus sp. P5. Cantu et al. (2008) afirmam que composnsoativos comprovadamente
interferem com a analise por MS, uma vez que musses componentes ionizam muito

bem e quase sempre estdo presentes em excessoosfraamifirmam ainda que, a



173

sensibilidade dos espectrometros de massas paraliseade proteinas é consideravelmente
menor que para peptideos. Além disso, se o interdasanalise € a identificacdo das
proteinas, informacéo inerente a seqiéncia é re@ss nesse sentido, os espectrometros de
massas sdo mais eficientes para obter informa¢éadugal de peptideos que possuem até 20
aminoacidos em comparacédo a proteinas intactaspdsie nos levar a crer que 0s compostos
surfactantes e tensoativos, que foram as substan@ss detectadas pelo espectdbmetro de
massas em nossa pesquisa, como surfactina espati@/rmas também fengicina e iturina,
podem ter interferido na deteccdo de outras sutisgeomo as bacteriocinas e substancias
dem/z3000-35000.

Alimentos naturalmente fermentados, como a pul@fadtes de micro-organismos
produtores de antimicrobianos. Diversos desses astop sdo identificados e purificados do
sobrenadante de cultura de micro-organismos isslatko alimentos. Entretanto, ha uma
caréncia em pesquisas documentando a presenca debistancias diretamente na matriz
alimentar e, em especial, em alimentos como a galmmandioca, amplamente consumida por
populacdes no norte e nordeste do Brasil.Assing trabalho demonstrou o isolamento
inédito de lipopeptideos como fengicina e iturisiegetamente na matriz alimentar da puba de
mandioca, utilizando-se extragdo com butanol segdel cromatografia de fase reversa em
coluna C18 (Zip-Tip) e MALDI-TOF.N&o ha relatos litaratura documentando este tipo de
metodologia para a deteccdo rapida de lipopepti@eosalimentos, cuja presenca pode
conferir diversas caracteristicas benéficas comoepemplo,o0 controle de micro-organismos
patogénicos e deteriorantes. Os lipopeptideos tdelex na puba, possivelmente, podem
contribuir para o aumento da seguranca alimentda evida de prateleira para para 0s
consumidores eos produtores, respectivamente.

A puba é um produto artesanal obtido em condicGesapas de higiene, como
mostrado na figura 1,0 que pode acarretar um camgiimento da sua qualidade,
principalmente a higiénico-sanitaria. Um trabalhdedor do mesmo grupo de pesquisa
avaliou a presenca e auséncia além das quantiéisagé alguns micro-organismos de
importancia higiénico-sanitaria na puba. Como nagadrbesstabelecidopela legislacéo
vigente,RDC 12 da ANVISA, para a puba, parametros analisados foram os do item 10, inciso
a (BRASIL, 2001). Nas amostras de pubas usadas messido, lotes D e E, nédo foram
encontrados micro-organismos indicadores de pattigadeou deteriorantes de alimentos
(CRISPIM, 2013). Nestas duas (2) amostras de palbasisadas ndo foram detectados

coliformes totais é&scherichia coliem Staphylococcusoagulase positiva, bem como houve
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auséncia d&almonellaem 25 g das amostras (CRISPIM, 2013). As contagencolonias
tipicas sugestivas dB. cereusforam 1G UFC/g e 5x 16 UFC/g, para as pubas D e E,
respectivamente, cujos valores estdo abaixo ddgetinde toleranciade 3x10B. cereufy
para amostra indicativa de produto amilaceo segumd®DC 12, inciso 10a (BRASIL,
2001).Entretanto, como os bacilos quantificadosarforidentificadoscomo B. cereus/B.
thuringiensis (puba D) e Bacillus subtilisamyloliquefaciens(puba E), com relacdo a
seguranca alimentar, apenas para o0 primeiro € s@t@ga pesquisa das enterotoxinas.

A pesquisa de novas linhagens microbianas comaegde controle do crescimento
de micro-organismos patogénicos e/ou deterioramt@s alimentos, como agentes de
biocontrole para a agricultura ou para a produgibidssurfactantes para remover compostos
como Oleos ou hidrocarbonetos aromaticos (PAHsShdama de extrema importancia a fim
de encontrar ferramentas alternativas para dimdioude poluentes quimicos. Em suma, este
estudo demonstrou que dois (2) isolado8deillusda puba de mandioca (C3 e P5) possuem
genes essenciais para a producéo de subtilinatieosuda A e para a producao de surfactina,
iturina e subtilosina A, respectivamente e, aind& Bacillus sp. P5 produz cinco (5)
diferentes lipopeptideos/biossurfactantes que foraletectados por MALDI-TOF,
demonstrando significativa atividade contra funfjospatogénicos e bactérias importantes
para a industria de alimentos cotnomonocytogenes B. cereusDeste modo, estes micro-
organismos, em especi@acillus sp. P5 tem grande potencial para a producdo ddesgen
anti-fungicos, antibacterianos e/ou preparacdesshifactantes e sua producdo otimizada

deve ser estudada.
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7 CONCLUSOES

Os micro-organismos isolados de puba de mandioemtiitados por testes
fenotipicos e genotipicos sdo pertencentes ao @&aaillus e, possivelmenteBacillus sp.

C3 seja pertencente a espédle cereus/B. thuringiensie Bacillus sp. P5 a espécie
Bacillussubtiligamyloliquefaciens.

As andlises de atividade antibacteriana revelarempla espectro de inibicdo, da
linhagem escolhid®acillus sp. P5 contra 28 (62%) dos 45 micro-organismosdest que
incluiram bactérias, levedura e fungos filamentod@mbém evidenciou-se um aumento
desta atividade antimicrobiana quarBlacillus sp. P5 foi cultivado com células mortas de
outros micro-organismos, especialmer@erynebacterium fimie Aspergillus fumigatus
indicando que ha interferéncia de fatores de inmugd producdo da(s) substancia(s)
antimicrobiana(s) produzida pBeacillussp. P5. Quando esta mesma linhagem foi cultivada
utilizando-se BAL isoladas do mesmo lote da pubatourse que trés espécies tiveram
destaque na indugédo e consequente aumento daadsvahtibacteriana dgacillus sp. P5,
sendo estad:-actobacillus brevi€E4-248, Lactobacillus fermentunk4-249 elactobacillus
plantarumEPF-257, sendo esta Ultima a espécie que mais sounaratividade d8acillus
sp. P5. Quando foi testada a indu¢cdo com o sobmeteddas espécies indutoras que
apresentaram melhor resultado de inibicdo de numgyanismos patogénicos com as células,
nao houve aumento significativo na atividade Bkgcillus sp. P5 comparativamente ao
controle. Estes resultados nos levam a concluir guénterferéncia de fatores de inducgéo
provenientes da propria microbiota natural desimexto fermentado, que aumenta a
producdo das possiveis substancias do tipo badtejo(subtilosina A) e dos lipopeptideos
com atividade biossurfactante e antimicrobianafgstina, fengicina, iturina e bacilomicina)
e do antibacteriano micosubtilina, produzidaskeacillussp. P5.

Observou-se que o sobrenadante bruto Biillus sp. P5 apresentou acao
bacteriostatica contrBacillus cereusATCC 14579 e contrdisteria monocytogene&ATCC
6477.

Foi observada atividade emulsificante nos ensdibsamdo tolueno, 6leo mineral ou
biodiesel de soja como fase organica, sendo osomasllvalores observados para o tolueno
para sobrenadante &acillussp. P5 em BHI. J4 para o xileno houve a formacaendgsao
apenas quando testado o sobrenadante em meio tamdglutamato. Também, foi detectada

reducdo da tensdo superficial do meio de cultuwgerindo a producdo de compostos
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tensoativos pela bactéria. Sugere-se que a inibigds fungos fitopatogénicos,
provavelmente, tenha sido devido a atividade bfastante em combinacdo com iturina A, ja
paraBacillus sp. C3 ndo houve grande destaque para este ¢gsttp para quando esta
espécie foi cultivada em BHI e emulsionada com aiéceral.

A técnica de PCR seguida de sequenciamento dosicamplpermitiu identificar
genes relacionados a sintese das bacteriocinaksimat A e subtilina parBacillussp. C3,
constituindo o primeiro registro da presenca degleses para a espéciBacillus
thuringiensis/B. cereus qual posssivelmente perteracillus sp. C3 e de subtilosina A e
dos lipopetideos iturina A e surfactina paacillus sp. P5, o que demonstra ser uma
importante metodologia para a triagem de linhagematilluscom potencial para producéo
de bacteriocinas e/ou biossurfactantes.

Dentre as técnicas de purificacdo utilizadas, teagdo com butanol mostrou-se um
método eficaz de extracdo uma vez que diferentdésrinas foram detectadas, seguida por
cromatografia de fase reversa em coluna C18 a@@ladHPLC e espectrometria de massas
MALDI-TOF para a pesquisa no sobrenadante da eultlia para a pesquisa das substancias
diretamente na matriz alimentar apenas substiriia-£romatografia de fase reversa pela
coluna C18 e adaptou-se o método de extracdo cemmdiwealizada através de suspenséo
aquosa de puba a 1% e em ziptip (coluna C4).

O isolado Bacillus sp. P5 é capaz de co-produzir cinco (5) diferenigss de
lipopeptideos (surfactina, fengicina, iturina, nsigbtilina e bacilomicina) e, portanto,
apresenta atividade de biocontrole multi-facetadd@m disso, este trabalho demonstrou
elevada producdo de diferentes isoformas de simdatle Gs-Ci7), em meio de cultura,
incluindo a isoforma ¢, biologicamente a mais ativa e a isoformg, @ramente descrita,
bem como a deteccéo inédita de lipopeptideoscongiciea e iturina diretamente na matriz
alimentar da puba de mandioca. A presenca deptgselptideos na matriz alimentar de puba
pode contribuir para o controle de micro-organismpasogénicos e/ou deteriorantes de
alimentos, e para o aumento da seguranca alimetarida de prateleira, respectivamente.
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8 PERSPECTIVAS

Sugere-se a realizacao de analises de gPCR pditeavese ha aumento de expressao
de genes destas bacteriocinas/lipopeptideos du@nterescimento deBacillus sp. P5
juntamente com células mortasldebrevisE2-248,L. fermentunE4-249,L. plantarumEPF-

257,Corynebacterium fime deAspergillus fumigatus
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ANEXO

ANEXO A - COMPOSICAO DO MEIO DE LANDY PARA CRESCIMETO DE

Bacillus subtilis.
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