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RESUMO 

 

 

Parabacteroides distasonis é considerado membro da microbiota indígena de 

seres humanos e outros animais e tem sido associado à etiopatogenia de 

diversas doenças infecciosas. Bacteriocinas são substâncias antimicrobianas de 

natureza proteica sintetizadas por uma ampla gama de bactérias, que exercem 

papel relevante nas relações ecológicas entre bactérias e apresentam grande 

potencial de aplicação biotecnológica.A presente investigação teve como objetivo 

avaliar a expressão de substâncias antagonistas tipo bacteriocina por P. 

distasonis e caracterizar uma destas substâncias. Foram incluídas no estudo 78 

amostras debactérias isoladas de espécimes fecais de frangos de corte. Foi 

detectada a expressão de antagonismo por 50% das amostras, sendo observados 

heteroantagonismo, isoantagonismo e autoantagonismo.Uma das amostras, 

selecionada para as etapas subsequentes do estudo, foi submetida à extração 

proteica. Detectou-se elevação do título de atividade do extrato intracelular 

precipitado com sulfato de amônio à saturação de 50% (C50) após estresse 

oxidativo. C50 foi inativado por proteases e altas temperaturas e manteve-se ativo 

após exposição a solventes orgânicos e uma ampla faixa de valores de pH. A CIM 

e CBM de C50 indicou atividade bacteriostática contra P. distasonis ATCC 1295. 

O extrato foi purificado por etapas sucessivas de cromatografia e os dados 

relativos a SDS-PAGE e espectrometria de massas indicaram a detecção de 

substância antagonista com massa molecular de cerca de 7 kDa. Em conjunto, os 

resultados sugerem a purificação de um peptídeo com espectro de ação 

relativamente amplo, possivelmente relevante do ponto de vista ecológico e 

potencialmente aplicável na prática médica. 

 

Palavras-chave: Parabacteroides distasonis, antagonismo, bacteriocina 
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ABSTRACT 

 

 

Parabacteroides distasonis is considered a member of the indigenous microbiota 

of humans and other animals and has been associated with the etiopathogenesis 

of several infectious diseases. Bacteriocins are proteinaceous antimicrobial 

substances synthesized by a wide range of bacteria that play an essential rolein 

the ecological relationships between bacteria and exhibit a great potential for 

biotechnological applications. We addressed the production of bacteriocin-like 

antagonistic substances by P. distasonisand the characterization of one of the 

substances. A total of 78 isolates obtained from broiler feces were included in the 

study as test strains. We detected the expression of antagonism by 50% of P. 

distasonis strains; heteroantagonism, isoantagonism, and autoantagonism were 

observed. One of the producer strains selected for further steps was submitted to 

protein extraction. Oxidative stress have led to an increased antagonistic activity of 

the intracellular fraction precipitated at 50% ammonium sulfate (C50). C50 was 

inactivated by proteases and high temperatures and kept active after exposure to 

oganic solvents and a wide pH range. MIC and MBC values demonstrated that 

C50 acts as a bacteriostatic agent against P. distasonis ATCC 1295. C50 was 

submitted to sequential steps of chromatography. Data originated from SDS-

PAGE and mass spectrometry showed an antagonistic substance of about 7 kDa. 

Taken together our results indicate the detection of a peptide that exhibits a 

relatively wide spectrum of activity that possibly plays a relevant ecological role 

and shows a potential practical application. 

 

Keywords: Parabacteroides distasonis, antagonism, bacteriocin 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

1.1 O GÊNERO Parabacteroides 5 

 

 

1.1.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS 

 

O gênero Parabacteroides está, atualmente, incluído na divisão 10 

Bacteroidetes, classe Bacteroidia, ordem Bacteroidales, família Bacteroidaceae.A 

família alberga, também, o gênero Bacteroides, do qual, anteriormente, faziam 

parte os organismos hoje classificados como Parabacteroides(KRIEGet al., 2011). 

Os membros do gêneroParabacteroides são bastonetes Gram negativos, 

não formadores de esporos, pleomórficos, imóveis e bile-resistentes. São 15 

anaeróbios obrigatórios, apresentam metabolismo quimiorganotrófico e 

fermentam carboidratos, como a sacarose, produzindo, principalmente, succinato 

e acetato (SAKAMOTO & BENNO, 2006). Apresentam a habilidade de sintetizar 

enzimas relacionadas à degradação de diferentes tipos de mucinas e 

polissacarídeos, como a neuraminidase (ou sialidase) e glicosidases, dentre 20 

outras (WEXLER, 2007). 

Parabacteroides, com destaque,Parabacteroides distasonis, fazem parte da 

microbiota indígena da cavidade oral e dos tratos respiratório, intestinal e 

urogenital de seres humanos, sendo encontrados também em outros mamíferos, 

como primatas não humanos (AVILA-CAMPOS et al., 1990), ratos (SMITH et al., 25 

2005), cães (MIDDELBOS et al., 2010), suínos (LESER et al., 2002), ruminantes 

(TAJIMA et al., 1999; LENG et al., 2010), aves (ZHU et al., 2002; SCUPHAM et 

al., 2008; MATSUI et al., 2010) e insetos (SCHMITT-WAGNER et al., 2003). O 

grupo é reconhecido, juntamente com o gêneroBacteroides, como os anaeróbios 

obrigatórios predominantes no cólon de seres humanos e de outros animais, 30 

desempenhando papel importante para o hospedeiro (WEXLER, 2007). 
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Embora o ecossistema intestinal contenha uma grande variedade de 

substratos, os requerimentos nutricionais das espécies de Parabacteroides são 

mínimos. Os organismos se multiplicam em meios contendo carboidratos, amônia, 

hemina, vitamina B12, sais inorgânicos e agentes redutores (HOLDEMAN et al., 

1984; SALYERS, 1984). São aerotolerantes, podendo sobreviver à exposição ao 5 

ar por períodos prolongados, devido à presença de enzimas como a superóxido 

dismutase e a catalase, que conferem a eles alta resistência à oxidação (TALLY 

et al., 1977; SALYERS, 1984; BAUGHN & MALAMY, 2004). 

 

 10 

1.1.2 CLASSIFICAÇÃO TAXONÔMICA 

 

Durante as últimas décadas, a taxonomia de Bacteroidesfoi extensamente 

revisada e sofreu grandes alterações. Atualmente, o gênero está limitado a 

espécies do grupo Bacteroides fragilis (SONG et al., 2004). Muitas das espécies 15 

clinicamente relevantes, anteriormente classificadas como Bacteroides, foram 

transferidas para outros gêneros, como Porphyromonas (SHAH & COLLINS, 

1988) e Prevotella (SHAH & COLLINS, 1990), que incluem especialmente 

amostras produtoras de pigmento negro, Dichelobacter (DEWHIRST et al., 1990), 

Dialister (MOORE & MOORE, 1994), Tannerella (SAKAMOTO et al., 2002) 20 

eAlistipes (RAUTIO et al., 2003). 

A possibilidade do uso de sequenciamento do rDNA 16S para análise 

filogenética tem levado a várias mudanças, como a adição de diversas espécies 

de Bacteroides ao grupo B. fragilis, que apresenta, atualmente, mais de 20 

espécies, dentre as quais Bacteroides nordii, Bacteroides salyersae, Bacteroides 25 

massiliensis, Bacteroides plebeius, Bacteroides corola, Bacteroides finegoldii, 

Bacteroides dorei e Bacteroides intestinalis, isoladas de seres humanos (SONG et 

al., 2004; FENNER et al., 2005; KITAHARA et al., 2005; BAKIR et al., 2006), e 

Bacteroides barnesiae,Bacteroides salanitronis eBacteroides gallinarum, isoladas 

do ceco de galinhas (LAN et al., 2006). O grupo reúne espécies com conteúdo 30 

G+C de 40-48%, que apresentam grande capacidade fermentativa e são 
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fenotipica e genotipicamente semelhantes à espécie B. fragilis (SONG et al., 

2004). 

O gênero Parabacteroides foi proposto por SAKAMOTO & BENNO (2006) 

para reclassificação de três espécies de Bacteroides, Bacteroides distasonis, 

Bacteroidesgoldsteinii e Bacteroides merdae,com base no sequenciamento do 5 

rDNA 16S (FIG. 1). Posteriormente, foram adicionadasas 

espéciesParabacteroides johnsonni (SAKAMOTO et al., 2007), Parabacteroides 

gordonii (SAKAMOTO et al., 2009) e,mais recentemente,Parabacteroides 

chartae,diferentemente das demais, uma espécie isolada do ambiente, de águas 

residuais de uma fábrica de papel (TAN et al., 2012). 10 

Como características diferenciais do gênero em relação a 

Bacteroides,destacam-se conteúdo G+C de 43-46%, predominância das 

menaquinonas MK-10 e MK-11 como quinonas respiratórias e presença de ácidos 

graxos de cadeia longa não hidroxilados na membrana plasmática (SAKAMOTO 

& BENNO, 2006). 15 

 

 

1.1.3 PAPEL NA MICROBIOTA INTESTINAL 

 

A microbiota intestinal é constituída por uma mistura dinâmica de 20 

microrganismos, quevaria, qualitativa e quantitativamente, ao longo do intestino. 

Fatores genéticos e fisiológicos, ambiente e dieta, entre outros, influenciam a 

composição desta microbiota, constituída por espécies autóctones, ou seja, 

permanentes, e alóctones, espécies transitórias que são adquiridas de fonte 

externa (ZOETENDAL et al., 2004). 25 

A microbiota intestinal desempenha papel relevante na saúde do 

hospedeiro. Como exemplo, constitui barreira contra a colonização por patógenos 

alóctones e autóctones oportunistas, pela produção de bacteriocinas, peróxido de 

hidrogênio e ácidos orgânicos, competição por nutrientes e por sítios de adesão; 

age no metabolismo, realizando funções como fermentação, produção de energia, 30 

síntese de vitamina K e digestão; estimula o desenvolvimento do sistema imune; e 
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auxilia no peristaltismo e na renovação das células epiteliais (HOOPER et al., 

2012; OTTMAN et al., 2012).  
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Figura 1. Árvore filogenética do gênero Parabacteroides e táxons relacionados. A 

árvore foi construída usando o método neighbourjoining baseado na 

sequência do rDNA 16S. Os números nas ramificações indicam a 5 

porcentagem dos valores de bootstrap(1000 réplicas). Entre parênteses, 

os números de acesso no GenBank (SAKAMOTO & BENNO, 2006). 

 

 

 10 

A composição da microbiota intestinal é alterada ao longo da vida do 

hospedeiro.O início da exposição dos seres humanos ao mundo microbiano 

começadurante a gestação. Cordão umbilical, fluido amniótico, mecônio, placenta 

e membrana fetal promovem o contato com espécies que colonizam o intestino e 
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a região urogenital da mãe, como espécies de Enterococcus e Lactobacillus 

(THUM et al., 2012). Ao nascer, o indivíduo entra em contato com bactérias 

diferentes, que variam de acordo com o tipo de parto (cesariana ou natural), tipo 

de alimento recebido (leite materno ou fórmula) e grau de exposição ao ambiente 

(SCHOLTENSet al., 2012). 5 

O intestino é colonizado, inicialmente, por bactérias anaeróbias facultativas 

e o consumo gradual do oxigênio por estas bactérias favorece a alteração da 

composição da microbiota, possibilitando a instalação de microrganismos 

anaeróbios obrigatórios, como Parabacteroides (PENDERS et al., 2006; 

WEXLER, 2007). 10 

A microbiota intestinal adulta alberga uma microbiota extremamente rica e 

diversificada. Estima-se que a microbiota possa representar mais de 100 trilhões 

de células, 10 vezes mais que as células eucarióticas do próprio hospedeiro (LEY 

et al., 2006; TURNBAUGH et al., 2007). 

Essa população microbiana é encontrada nos intestinos delgado e grosso, 15 

sendo o último o mais densamente colonizado. A concentração de bactérias no 

intestino delgado proximal é extremamente baixa,cerca de 104UFC/g de conteúdo 

fecal, sendo observadas, especialmente, bactérias anaeróbias facultativas, como 

Lactobacillus. Já no íleo distal, a concentração bacteriana é bem maior (108UFC/g 

de conteúdo fecal) e a microbiota torna-se bastante diversificada, incluindo 20 

coliformes e várias espécies de bactérias anaeróbias obrigatórias, como 

Parabacteroides, Bacteroides, Fusobacteriume Clostridium. O baixo potencial de 

oxirredução no íleo explica a presença da microbiota anaeróbia na região 

(BARBOSA et al., 2010). 

O cólon é o sítio mais densamente colonizado, albergando, principalmente, 25 

microrganismos anaeróbios obrigatórios (KULAGINA et al., 2012). Entre as 

bactérias predominantes, duas populações podem ser distinguidas com relação à 

densidade populacional, a microbiota dominante (109-1011UFC/g de fezes), 

composta exclusivamente por anaeróbios obrigatórios (Parabacteroides, 

Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Peptostreptococcus e Fusobacterium), 30 

e a microbiota subdominante (107-108UFC/g de fezes),que inclui, 
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predominantemente, anaeróbios facultativos e microaerófilos, 

comoEscherichiacoli, Enterococcus e Lactobacillus (COSTELLO et al., 2009). 

Embora se acredite que o sítio seja colonizado por mais de 1000 

espéciesdistintas de bactérias, a grande maioria pertence aos filos Firmicutes e 

Bacteroidetes, no qual Parabacteroides se inclui (MARCHESI, 2010). Estes dois 5 

filos abrangem mais de 98% das sequências de 16S rDNA detectadas na 

microbiota intestinal de mamíferos (LEY et al., 2006). 

A interação entre estes dois filos é essencial para o hospedeiro e está 

relacionada com diversos fatores, como, por exemplo, obesidade (MAHOWALD et 

al., 2009). A proporção relativa dos dois filos interfere na homeostase energética 10 

do organismo, sendo a proporção de Bacteroidetes menor nos obesos que em 

pessoas magras (BAJZER & SEELEY, 2006; TURNBAUGH et al., 2006; CANI & 

DELZENNE, 2007; DUNCAN et al., 2008; TURNBAUGH et al., 2009). 

Os gêneros Parabacteroides e Bacteroides destacam-se entre as bactérias 

incluídas nos filos dominantes, pois são predominantes no cólon e representam, 15 

aproximadamente, 25% das bactérias cultiváveis isoladas das fezes. No gênero 

Parabacteroides, destaca-se a espécie P. distasonis, observada em concentração 

elevada (1010UFC/g de fezes). Outras espécies, como P. goldsteinii e P. merdae 

são encontradas em densidades bem inferiores (WEXLER, 2007). 

Avanços na área da Genética Molecular possibilitaram o desenvolvimento 20 

de estudos mais refinados para elucidação da composição qualitativa e 

quantitativa da microbiota intestinal. Estes estudos revelaram que, 

aproximadamente,entre 60 e 80% das espécies de bactérias intestinais humanas 

não foram, ainda, cultivadas (LI et al., 2009). No que se refere a Parabacteroides, 

concentrações elevadas também foram detectadas no cólon empregando esta 25 

metodologia (DORE et al., 1998; LIU et al., 2003; RIGOTTIER-GOIS et al., 2003; 

FOGARTY & VOYTEK, 2005; PANG et al., 2005; KULAGINA et al., 2012). 

Espécies de Parabacteroides são observadas em recém-nascidos por volta 

de 10 dias após o nascimento (WEXLER, 2007). Como membros da microbiota 

indígena, realizam a digestão de polissacarídeos da dieta (HOOPER et al., 2002); 30 

exercem efeito antagonista, prevenindo a colonização por patógenos (HOPKINS 

& MACFARLANE, 2003); modulam a produção de toxina bacteriana por 
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patógenos, como Clostridium difficile(COUTHIER et al., 1985); e estimulam a 

resposta imune local, ativando células de defesa (MAZMANIAN et al., 2005). 

No que se refere a metabolismo, estudos empregando métodos de 

Genética Molecular detectaram genes relacionados à degradação de 

polissacarídeos em P. distasonis(KUWAHARA et al., 2004; XU et al., 2007). Além 5 

disto, ensaios com animais demonstraram sua capacidade marcante de 

fermentação (MARTINEZ et al., 2010). Este processo resulta na produção de 

carboidratos simples e de uma gama de ácidos graxos de cadeia curta voláteis, 

principalmente succinato e acetato, que são absorvidos e utilizados pelo 

hospedeiro como energia. Esta capacidade se deve à síntese de várias enzimas, 10 

como neuraminidase (ou sialidase) e glicosidases (HOOPER et al., 2002). 

P. distasonis também desempenha papel fundamental na modulação do 

sistema imune de mucosa do hospedeiro, devido, principalmente, a um 

componente de membrana (mPd), que apresenta atividade anti-inflamatória, 

prevenindo doenças inflamatórias intestinais. Esta habilidade tem sido estudada 15 

como estratégia terapêutica para prevenção de doenças inflamatórias crônicas, 

como colite ulcerativa e doença de Crohn (KVERKA et al., 2010). 

Estudos recentes evidenciaram que os benefícios da presença de 

Parabacteroides vão além das funções mais conhecidas. Como exemplo, pode 

ser citada a produção de butirato, decorrente de fermentação, quepode 20 

apresentar propriedades antineoplásicas (KIM & MILNER, 2007; VIPPERLA & 

O’KEEFE, 2012). Ainda, algumas espécies apresentam a habilidade de 

transformar componentes tóxicos em atóxicos no intestino (SMITH et al., 2006). 

 

 25 

1.1.4 PRESENÇA NA MICROBIOTA INTESTINAL DE AVES 

 

O intestino das aves é colonizado por inúmeras espécies de bactérias, 

fungos e protozoários, que formam um sistema complexo e dinâmico, no qual as 

bactérias destacam-se como microrganismos predominantes (GABRIEL et al., 30 

2006). Esta comunidade microbiana é influenciada por vários fatores, como raça, 
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localização geográfica, e, principalmente, por ingredientes da dieta do animal, 

níveis nutricionais e características físicas dos alimentos (HUet al., 2007). 

O trato intestinal de aves recém-nascidas contém concentrações elevadas 

de Streptococcus, enterobactérias e Clostridium. Contudo, esta não é uma 

população estável e, à medida que os animais crescem, a microbiota sofre 5 

alterações e torna-se mais complexa, constituída, predominantemente, por 

bactérias anaeróbias obrigatórias (APAJALAHTI et al., 2004). 

Um ponto crucial na aquisição da microbiota é a proteção das aves recém-

nascidas contra patógenos, com destaque Campylobacter e Salmonella, agentes 

de infecções intestinais em seres humanos. Estes microrganismos colonizam o 10 

trato intestinal das aves sem efeitos prejudiciais para as mesmas, tornando-as, 

geralmente, portadoras assintomáticas. Com isso, a ave é frequentemente 

relacionada como o principal reservatório das bactérias, sendo considerada 

importante veículo de transmissão para seres humanos (HAVELAAR et al., 2012). 

A microbiota varia qualitativa e quantitativamente ao longo do trato 15 

intestinal das aves, sendo que a densidade populacional tende a aumentar da 

porção proximal para a distal (RICHARDS et al., 2005). Do ponto de vista 

microbiológico, o intestino pode ser dividido em duodeno e intestino delgado, 

onde o número de bactérias é relativamente baixo, geralmente inferior a 

108UFC/g deconteúdo fecal; ceco, região de maior densidade populacional, 20 

aproximadamente 1011UFC/g deconteúdo fecal; e intestino grosso, o qual é 

relativamente curto e apresenta bactérias características do intestino delgado e do 

ceco (YEGANI & KORVER, 2008). 

Como mencionado, o ceco das aves é densamente colonizado por 

microrganismos, especialmente bactérias anaeróbias obrigatórias. Entre eles, são 25 

observados Ruminococcus,Bifidobacterium, Bacteroides, Streptococcus e 

Clostridium (GABRIEL et al., 2006). Segundo Apajalahti et al. (2001), o gênero 

Ruminococcus abrange, aproximadamente, 20% da comunidade bacteriana deste 

sítio, seguindo-se Streptococcus (13%) e Bacteroides e Parabacteroides (9%). 

Segundo Apajalahtiet al. (2004), dados originados de estudo que empregou 30 

técnicas de Genética Molecular indicam que 90% das espécies bacterianas 

presentes no intestino das aves ainda são desconhecidas. Assim, ainda há muito 
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a se estudar sobre composição e diversidade de bactérias no ceco intestinal de 

aves. 

Vários estudos descrevem níveis diferentes de Parabacteroides, no ceco, 

variando entre 107 e 1010UFC/g de conteúdo fecal (LIUet al., 2003;. ZHU & 

JOERGER, 2003; BJERRUM et al., 2006; WISE & SIRAGUSA, 2007;. OLSEN et 5 

al., 2008). A maioria destes estudos demonstra que a bactéria, que se estabelece 

a partir do sétimo dia de vida, é um membro subdominante da microbiota 

intestinal de aves, diferentemente do padrão da microbiota humana, na qual faz 

parte da microbiota dominante (ZHU & JOERGER, 2003; OLSEN et al., 2008; 

GARCIA et al., 2012). 10 

 

 

1.1.5 PATOGENICIDADE E FATORES DE VIRULÊNCIA 

 

O potencial patogênico é determinado pelas habilidades das quais o 15 

microrganismo dispõe para o estabelecimento da infecção, como a capacidade de 

adesão às células do hospedeiro, de invasão tecidual, de resistência aos 

mecanismos de defesa do hospedeiro, de produção de metabólitos e de indução 

de danos teciduais (LEE, 2009). 

Muitas bactérias anaeróbias obrigatórias exibem estas características e 20 

são, de fato, frequentemente isoladas de uma variedade de espécimes clínicos. 

Entre elas, Bacteroides, Parabacteroides, Fusobacterium, Prevotella, 

Peptostreptococcus e Clostridium são, geralmente, consideradas como os 

patógenos mais importantes (KASPER& COHEN-PORADOSU, 2008). 

Bacteroides e Parabacteroidesmerecem menção devido à participação em 25 

uma variedade de infecções oportunistas de origem endógena, tanto intestinais 

como extraintestinais. Nestas infecções, geralmente de natureza 

polimicrobiana,B. fragilis é, muitas vezes, a espécie predominante (BROOK, 

2010). No gênero Parabacteroides, P. distasonis destaca-se por sua participação 

em infecções intra-abdominais, como abscessos abdominais, apendicites, 30 

peritonites e bacteremias (AL-TAWFIQ, 2007; AWADEL-KARIEM et al., 2010). 
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P. distasonis liga-se às células epiteliais por meio de adesinas (NAKANO et 

al., 2008). Após a aderência bacteriana às células do hospedeiro, ocorre invasão 

tecidual, facilitada por traumas, hipóxia e presença de ferida cirúrgica, dentre 

outras alterações (LEE, 2009). A bactéria pode, ainda, produzir enzimas 

extracelulares, como hialuronidases, heparinases, proteases, DNases, 5 

colagenases, neuraminidases e fosfolipases, capazes de promover hidrólise nos 

tecidos, iniciando a infecção e auxiliando na manutenção das bactérias no 

organismo hospedeiro (XU et al., 2007). 

Dentre os vários fatores de virulência, a cápsula polissacarídica é de 

extrema importância no processo de infecção por estas bactérias, pois, além de 10 

atuar protegendo-as contra a fagocitose e a atividade do soro, é responsável pela 

formação de abscesso, contribuindo, de forma definitiva, para a virulência 

(TZIANABOS et al., 1993). 

As amostras de Parabacteroides são potencialmente resistentes a uma 

ampla variedade de antimicrobianosβ-lactâmicos e aminoglicosídeos e, 15 

recentemente, muitas espécies têm demonstrado resistência a clindamicina, 

metronidazol, carbapenêmicos e fluoroquinolonas (WEXLER, 2007). O nível 

elevado de resistência a uma variedade de drogas antimicrobianas já foi 

reportado em vários países, inclusive no Brasil (SNYDMAN et al., 2007; WYBO et 

al., 2007; BOENTE et al., 2010; NAKANO et al., 2011), e tem gerado preocupação 20 

pelo fato de que espécies de Parabacteroides podem se tornar reservatórios de 

genes de resistência em seres humanos e outros animais, como reportado em 

aves (GARCIA et al., 2012), os quais podem ser transferidos para outras 

amostras bacterianas, incluindo organismos classicamente patogênicos. Esta 

plasticidade genética tem contribuído para a disseminação do fenômeno de 25 

resistência múltipla a drogas, observado em várias bactérias (NAKANO et al., 

2004; BETRIU et al., 2005; FILLE et al., 2006). 
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1.2 BACTERIOCINAS 

 

 

1.2.1 ASPECTOS CONCEITUAIS 

 5 

Os microrganismos expressam uma variedade de sistemas de defesa, 

entre eles a capacidade de produzir substâncias como antibióticos, ácido lático, 

peróxido de hidrogênio, agentes líticos, como lisozimas, e numerosos peptídeos 

biologicamente ativos (GALVEZ et al., 2007). 

Peptídeos antimicrobianos são biomoléculas sintetizadas tanto por 10 

organismos eucariotos comoprocariotos, que estão envolvidos em múltiplas 

funções, tais como proteção contra outros microrganismos, neutralização de 

endotoxina, atividades imunomodulatórias, indução da angiogênese e cicatrização 

de feridas. Peptídeos antimicrobianos produzidos por bactérias são denominados 

bacteriocinas (MENDOZA et al., 2010). 15 

As bacteriocinas constituem um grande grupo heterogêneo de peptídeos 

antimicrobianos que variam quanto a características bioquímicas, mecanismo de 

ação, massa molecular e codificação genética (COTTER et al., 2005; DRIDER et 

al., 2006, COTTER et al., 2012).Podem ser distinguidas dos antibióticos pelo 

mecanismo de ação, por serem digeridas por enzimas proteolíticas do sistema 20 

digestivo humano, pela fase de produção e, principalmente, por serem 

sintetizadas no nível de ribossomos, não fazendo parte do metabolismo 

secundário (CLEVELAND, 2001). 

As bacteriocinas são elaboradas por vários grupos de bactérias, tanto 

Gram positivascomo Gram negativas, e por algumas linhagens do domínio 25 

Archaea, podendo conferir vantagens ecológicas, especialmente em comunidades 

bacterianas complexas, como o trato intestinal de animais e solo, dentre outras 

(DOBSON et al., 2012). Estas substâncias influenciam a dinâmica de populações 

bacterianas, conferindo vantagem competitiva à linhagem produtora (MAJEED et 

al., 2011). 30 

A atividade de bacteriocinas pode restringir-se a um grupo específico de 

microrganismos taxonomicamente relacionados ou o espectro de ação das 
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substâncias pode ser mais amplo (BOWDISH et al., 2005). Pode ser observado 

efeito bactericida ou bacteriostático. As bacteriocinas podem formar poros na 

membrana citoplasmática das células alvo, inibir a síntese da parede celular ou 

apresentar atividade enzimática (RNase ou DNase) (COTTER et al., 2012). 

O estudo das bacteriocinas começou com a observação de Pasteur, em 5 

1877, de colônias que produziam substâncias antagonistas que inibiam outros 

microrganismos. Contudo, foi o trabalho de Gratia (1925) que descreveu estas 

substâncias produzidas por Escherichia coli, denominadas colicinas (GRATIA & 

FREDERICQ, 1946). O termo bacteriocina foi posteriormente introduzido por 

Jacob (1953). 10 

Os estudos referentes a colicinas contribuíram para o desenvolvimento de 

métodos de detecção e isolamento de outras classes de bacteriocinas, inclusive 

daquelas produzidas por bactérias Gram positivas, destacando-se as bactérias do 

ácido láctico, especialmente em decorrência de suas aplicações na área de 

alimentos (SETTANNI & CORSETTI, 2008). 15 

 

 

1.2.2 BACTERIOCINAS PRODUZIDAS POR ARCHAEA 

 

Os organismos incluídos no domínio Archaea produzem sua própria família 20 

de compostos antimicrobianos, conhecidos como arqueocinas. As halocinas, 

produzidas por halobactérias,são, até o momento, as únicas 

bacteriocinasproduzidas por estes organismos caracterizadas, e poucas halocinas 

já foram descritas com detalhes. A primeira halocina descoberta, S8, é um 

peptídeo hidrofóbico curto de 36 aminoácidos, processado a partir de uma pró-25 

proteína de 34kDa, codificada por um megaplasmídeo. Essa halocina é muito 

resistente e estável, podendo ser dessalinizada, fervida, submetida a tratamento 

com solventes orgânicos e estocada a 4°C por períodos longos sem perder sua 

atividade(RILEY & WERTZ, 2002). 

A expressão desta proteína é dependente da fase de crescimento do 30 

microrganismo. Observam-se concentrações baixas de S8 durante a fase 

exponencial e um aumento da síntese da bacteriocina durante a transição para a 
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fase estacionária (SHAND et al., 1998). Sua produção está ligada a limitação das 

fontes de nutrientes. Assim, quando os recursos do ambiente são escassos, as 

células produtoras lisam células suscetíveis, enriquecendo o conteúdo nutricional 

do ambiente local. Como proteínas estáveis, as halocinas podem permanecer no 

ambiente por tempo suficiente para reduzir a competição durante as fases 5 

subsequentes de fluxo de nutrientes. A estabilidade destas bacteriocinas pode 

ajudar a explicar porque há tão pouca diversidade em ambientes hipersalinos 

habitados por halobactérias. (RILEY & WERTZ, 2002). 

Apenas omecanismo de ação da halocina H6, inibição de antiporte de 

Na+/H+, já foi esclarecido. Por outro lado, o mecanismo de imunidade ainda é 10 

desconhecido (RILEY & WERTZ, 2002). 

 

 

1.2.3 BACTERIOCINAS PRODUZIDAS POR BACTÉRIAS GRAM POSITIVAS 

 15 

Bacteriocinas sintetizadas por bactérias Gram positivas compreendem um 

amplo e diverso grupo de peptídeos, que variam em termos de tamanho, alvo 

microbiano, modo de ação e mecanismo de imunidade (COTTER et al., 2012). 

Entretanto, apresentam características típicas; geralmente, são catiônicas, 

anfifílicas e permeabilizantes de membrana (HENG et al., 2007). 20 

Existem vários sistemas de classificação para as bacteriocinas de bactérias 

Gram positivas. Um destes sistemas é a classificação proposta por Cotter e 

colaboradores (2005), que divide as bacteriocinas em três grupos: classe I, que 

abriga peptídeos que sofrem modificação pós-traducional e contêm anéis de 

lantionina em sua estrutura (lantibióticos); classe II, que inclui bacteriocinas que 25 

não passam por modificação pós-traducional; e classe III, na qual estão 

agrupadas as bacteriolisinas, as quais apresentam mecanismo de ação distinto 

das demais classes, promovendo hidrólise da parede celular bacteriana. 

As bacteriocinas da classe I, também denominadas lantibióticos, grupo do 

qual a nisina, bacteriocina amplamente utilizada e estudada, pertence, são 30 

peptídeos com massa molecular inferior a 5 kDa, termoestáveis e submetidos a 

extensas modificações pós-traducionais, resultando na formação de aminoácidos 



34 

 

incomuns, como lantionina, metil lantionina, ácido aminobutírico, deidrobutirina e 

deidroalanina, os quais formam pontes covalentes, resultando em anéis internos e 

conferindo características estruturais específicas. Além disso, as substituições 

pós-traducionais de D-alaninas por L-serinas também podem ocorrer (COTTER et 

al., 2005; DEEGAN et al., 2006). Os estudos sobre o mecanismo de ação dos 5 

lantibióticos revelam que estas bacteriocinas podem atuar sobre a membrana 

citoplasmática, através de ligação específica ou não específica; inibir a síntese da 

parede celular e a atividade de enzimas com RNases ou DNases (COTTER  et 

al., 2012). 

Bacteriocinas da classe II são peptídeos com massa molecular inferior a 10 10 

kDa, termoestáveis e hidrofóbicos. Ao contrário dos lantibióticos, não sofrem 

modificações pós-traducionais. Geralmente, apresentam estrutura helicoidal 

anfifílica, a qual permite sua inserção na membrana citoplasmática da célula alvo, 

promovendo a despolarização da membrana e a morte celular (OPPEGARD et al., 

2007). 15 

As bacteriocinas de classe III, também denominadas bacteriolisinas, 

sãopeptídeos termolábeis, com massa molecular superior a 30 kDa, que 

apresentam maior complexidade tanto na estrutura como no modo de ação. Seu 

mecanismo de ação é distinto das demais bacteriocinas, pois promovem a lise da 

célula suscetível catalisando a hidrólise do peptideoglicano (COTTER et al., 20 

2005). 

A síntese de bacteriocinas envolve diferentes genes, que estão, 

geralmente, organizados em óperons, e podem estar localizados no cromossomo 

bacteriano, em plasmídeos ou em transpósons (CHEIGH & PYUN, 2005). 

Geralmente, o óperon contém os genes responsáveis pela produção do pré-25 

peptídeo ou pré-bacteriocina, pela produção das proteínas do transportador ABC 

que externalizam a bacteriocina e que codificam uma proteína acessória, não 

pertencente ao transportador ABC, mas, necessária para a secreção da 

bacteriocina (NES et al., 1996). Normalmente, as células produtoras de 

bacteriocinas são imunes aos seus peptídeos. Esta característica é mediada por 30 

genes que codificam as proteínas de imunidade, que são expressos juntamente 

com o gene estrutural da bacteriocina e protegem a célula produtora da ação 
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antimicrobiana do seu próprio peptídeo (HÉCHARD & SAHL, 2002). A regulação 

da expressão da bacteriocina é dependente da densidade celular e, geralmente, é 

controlada por componentes típicos de sistema quorum-sensing (DOBSONet al., 

2012). 

Classicamente o espectro de ação dessas bacteriocinas está restrito a 5 

bactérias Gram positivas filogeneticamente relacionadas, mas, sabe-se que o 

espectro de inibição de algumas bacteriocinas é muito maior. Como exemplo, a 

nisina A, produzida por Lactococcus lactis, é capaz de inibir uma gama de 

bactérias, incluindo Actinomyces, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, 

Enterococcus, Gardnerella, Lactococcus, Listeria, Micrococcus, Mycobacterium, 10 

Propionibacterium, Streptococcus e Staphylococcus (MOTA-MEIRA et al., 2005). 

Além disto, já foi descrita a inibição de bactérias Gram negativas, como 

Campylobacter, Haemophilus, Helicobacter e Neisseria (MORENCY et al., 2001). 

 

 15 

1.2.4 BACTERIOCINAS PRODUZIDAS POR BACTÉRIASGRAM NEGATIVAS 

 

As bactérias Gram negativas produzem uma variedade de bacteriocinas, 

que são nomeadas tanto pelo gênero (por exemplo, klebicinas de Klebsiella 

pneumoniae), como pela espécie (colicinas deE. coli, marcescinas de Serratia 20 

marcescens e cloacinas de Enterobacter cloacae). As bacteriocinas produzidas 

por Pseudomonas são, geralmente, denominadas piocinas (CHAVAN & RILEY, 

2007). As bacteriocinas produzidas por bactérias Gram negativas são 

representadas, principalmente, por aquelas sintetizadas por membros da família 

Enterobacteriaceae, especialmenteE. coli (CASCALES et al., 2007). 25 

Bacteriocinas produzidas por bactérias Gram negativas diferem daquelas 

sintetizadas por amostras Gram positivas em vários aspectos ecológicos e 

evolutivos. Em geral, em bactérias Gram negativas, a biossíntese das 

bacteriocinas não é auto-regulada e a produção é um fenômeno letal para célula 

produtora. Além disto, o espectro de ação é menos amplo e a liberação da 30 

bacteriocina não é controlada por mecanismos específicos de regulação e sim por 

mecanismos regulatórios comuns, como o sistema SOS (RILEY & WERTZ, 2002). 
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Três grupos principais de bacteriocinas de bactérias Gram negativas 

podem ser diferenciados, com base, principalmente, no tamanho: classe I, que 

inclui peptídeos maiores, com massa molecular entre 25 e 80 kDa, denominados 

colicinas ou “colicin-like”, produzidos, principalmente, por enterobactérias, em 

particular,E. coli; classe II, representada pelas microcinas, cuja massa molecular é 5 

inferior a 10 kDa; e as bacteriocinas semelhantes a cauda de fagos, “phage tail-

like bacteriocins”, que são estruturas complexas, compostas de um conjunto de 

peptídeos multiméricos (CHAVAN & RILEY, 2007). 

Bacteriocinas semelhantes a cauda de fagos são partículas resistentes a 

nucleases e proteases, que matam as células suscetíveis por despolarização da 10 

membrana celular (STACHURA et al., 1969;. KURODA & KAGIYAMA, 1983; 

NAKAYAMA et al., 2000; STRAUCH et al., 2003). Estas moléculas podem ter sido 

originadas de fagos que evoluíram e se tornaram funcionalmente semelhantes a 

bacteriocinas. A piocina R2, produzida por Pseudomonas, parece ser um 

remanescente de fago P2, enquanto que a piocina F2 é semelhante ao fago 15 

lambda (NAKAYAMA et al., 2000). 

As colicinas têm sido extensivamente estudadas e representam um modelo 

para a pesquisa de outras bacteriocinas de bactérias Gram negativas. Mais de 30 

colicinas já foram descritas, sendo que 21 já estão bem caracterizadas 

(CASCALES et al., 2007). 20 

A maioria das colicinas é codificada por genes plasmidiais, organizados em 

óperons, que incluem um gene que confere imunidade para a célula produtora; 

um gene que codifica a estrutura da proteína e um gene envolvido na liberação da 

mesma (CURSINO et al., 2002). A produção decolicinasenvolve um número 

menor de genes que bacteriocinas de bactérias Gram positivas (NAGAO et al., 25 

2006). 

A produção de colicinas é regulada pelo sistema SOS, sendo, portanto, 

produzida em condições de estresse, como depleção de nutrientes e alta 

densidade populacional.Além disto, a produção de colicina é letal para a bactéria 

produtora, pois a liberação da molécula para o ambiente envolve a lise da célula, 30 

pela co-expressão da proteína de lise (RILEY & WERTZ, 2002). 
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As colicinas apresentam, pelo menos, três domínios, com funções distintas. 

O domínio N-terminal é responsável pela translocação através da célula até seu 

alvo, o domínio central representa a maior parte da estutura e é responsável pelo 

reconhecimento de receptores específicos na célula alvo e o domínio C-terminal é 

responsável pela ação na célula-alvo (CRAMER et al., 2004) e está envolvido na 5 

ligação da proteína de imunidade (CASCALES et al., 2007). 

A interação entre colicina e célula alvo inicia-se pela ligação da colicina a 

receptores presentes na membrana da célula, geralmente, proteínas que 

permitem a entrada de nutrientes específicos, como nucleosídeos e vitaminas 

(CASCALES et al., 2007). A bacteriocina é,posteriormente,importada para dentro 10 

da célula, através do domínio de translocação, que pode ser TolA ou TonB, e 

move-se através da membrana exterior até atingir a membrana interior, no caso 

de colicinas formadoras de poros, resultando na despolarização da membrana, ou 

move-se para o citoplasma, no caso de endonucleases de DNA e RNA. 

Adicionalmente, existem as colicinas capazes de hidrólise ou inibir a ligação β-1,4 15 

entre N-acetil glucosamina e ácido N-acetilmurâmico da parede celular 

bacteriana, induzindo a formação de esferoplastos e, consequentemente, a lise 

celular (RILEY, 2011). 

As microcinas são bacteriocinas menores que as colicinas, são produzidas 

por enterobactérias e compartilham mais propriedades com bacteriocinas 20 

produzidas por bactérias Gram positivas do que Gram negativas, 

especificamente, com as bacteriocinas da classe II. Assim, apresentam 

termoestabilidade, resistência a proteases, hidrofobicidade relativa, resistência a 

valores extremos de pH e produção não regulada pelo sistema SOS. Até o 

momento, 14 microcinas foram descritas, das quais somente sete foram isoladas 25 

e totalmente caracterizadas (PONS et al., 2002; GILLOR et al., 2004). 

As microcinas são codificadas por genes que podem estar localizados tanto 

em plasmídeos como no cromossomo. Elas exibem diversidade no modo de ação 

(DUQUESNE et al., 2007); algumas são ativas como peptídeos não modificados, 

enquanto outras são amplamente modificadas por maturação enzimática 30 

(DUQUESNE et al., 2007; SEVERINOV et al., 2007). 
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Duas classes de microcinas podem ser discriminadas. A classe I, que inclui 

substâncias com tamanho inferior a 5 kDa, submetidas a modificações pós-

traducionais, e a classe II, com tamanho entre 7 e 10 kDa, que é subdividida em 

duas classes, classe IIa, que contém ligações dissulfeto, mas nenhuma outra 

modificação pós-traducional, e classe IIb, que são peptideos lineares que podem 5 

apresentar uma modificação pós-traducional na região C-terminal e são 

denominadas microcinas sideróforas (DUQUESNE et al., 2007). 

Bacteriocinas produzidas por Pseudomonas também são extensivamente 

estudadas. Os genes são cromossômicos e há três tipos de piocinas descritos: F, 

R e S. Os tipos R e F (“phage tail-like bacteriocins”) são produzidos por mais de 10 

90% das bactérias e o tipo S(“colicin-like”), por cerca de 70%. Observa-se alta 

frequência de ocorrência de genes associados à síntese de piocinas;as amostras 

de Pseudomonasproduzem, frequentemente, mais de um tipo de bacteriocina 

(MICHEL-BRIAND & BAYSSE, 2002). 

A maioria das bacteriocinas sintetizadas por amostras Gram negativas 15 

apresenta espectro limitado de ação (TAGG et al., 1976; JACK et al., 

1995).Porém, algumas bactérias, como Aggregatibacteractinomycetemcomitans, 

espécies orais de Bacteroides e Pseudomonas produzem bacteriocinas ativas 

contra uma ampla gama de grupos bacterianos(NAKAMURA et al., 1981; 

HAMMOND et al., 1987; MIRANDA et al., 1993). 20 

 

 

1.2.5 BACTERIOCINAS PRODUZIDAS POR Parabacteroides e Bacteroides 

 

Além da família Enterobacteriaceae, outros constituintes da microbiota 25 

intestinal também exibem frequência elevada de produção de bacteriocinas, como 

membros dos gênerosParabacteroides e Bacteroides. 

Em relação ao gênero Parabacteroides, há apenas estudos sobre a 

expressão de antagonismo por P. distasonis (BOOTH et al.,1977; FARIAS et 

al.,1992). Existem mais relatos referentes à produção de substâncias 30 

antagonistas porBacteroides, principalmenteB. fragilis, bem como investigações 

mais aprofundadas incluindo purificação e caracterização dessas 
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substâncias(BOOTH et al.,1977; MOSSIE et al., 1979; RILEY & MEE, 1982; 

HAYES et al., 1983; SOUTHERN et al.,1984; FARIAS et al., 1992; MIRANDA et 

al.,1993; FARIAS et al., 1994; PAPASTATHOPOULOU et al., 1997; AVELAR et 

al., 1999). 

A primeira descrição da produção de bacteriocinas por espécies de 5 

Bacteroides foi realizada por Beerens& Baron (1965). Cerca de 10 anos depois, 

foi publicado o primeiro estudo referente a purificação e caracterização parcial de 

uma bacteriocina sintetizada por Bacteroides (BOOTHet al., 1977). Os autores 

descreveram uma substância produzida por uma amostra fecal de B. fragilis e, 

atualmente, bacteriocinas com características diferentesdesta, no que se refere a 10 

massa molecular e estabilidade frente a diferentes valores de pH e temperatura já 

foram purificadas (MOSSIE et al., 1979; HAYES et al., 1983; SOUTHERN et 

al.,1984; MIRANDA et al.,1993;FARIAS et al., 1994; AVELAR et al., 1999). Em 

relação ao modo de ação, MOSSIE et al. (1979) descreveram bacteriocina 

produzida por Bacteroides que atua inibindo a síntese de RNA de amostras 15 

taxonomicamente relacionadas. 

Pouco se sabe sobre o possível papel das bacteriocinas na ecologia 

bacteriana do cólon humano. Um estudo revelou que amostras intestinais de B. 

fragilis são mais frequentemente produtoras de bacteriocinas, bem como 

resistentes a estas substâncias, do que amostras não intestinais (AVELAR et al., 20 

1999), indicando a importância ecológica da substância em um ambiente 

microbiano complexo como o intestino grosso. 

A produção de e a sucetibilidade a bacteriocinas já foi sugerida como um 

possível sistema de tipagem de amostras clínicas de Bacteroides, com aplicações 

epidemiológicas (MERCER et al., 1984). 25 

 

 

1.2.6 PURIFICAÇÃO DE BACTERIOCINAS 

 

A detecção de bacteriocinas em laboratório nem sempre é um processo 30 

simples, pois depende da simulação de condições ambientais adequadas para 

sua síntese, como pH, temperatura e disponibilidade de nutrientes (RILEY & 
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WERTZ, 2002). Mesmo assim, muitas bacteriocinas produzidas por diferentes 

bactérias já foram descritas. Entretanto, apenas algumas foram completamente 

purificadas e caracterizadas, devido à complexidade do procedimento, além da 

natureza extremamente heterogênea das bacteriocinas (TIWARI & SRIVASTAVA, 

2008), não sendo possível a proposição de um método de purificação aplicável a 5 

todos os organismos (LOPEZ et al., 2007). 

Como a maior parte das bacteriocinas é secretada no meio de cultura, a 

maioria das estratégias inicia-se com uma etapa de concentração destes 

peptídeos a partir dos sobrenadantes das culturas. Muitas bacteriocinas não são 

produzidas em grandes quantidades pela amostra produtora, o que torna muito 10 

importante concentrar o sobrenadante que contém a substância antimicrobiana 

nas etapas iniciais do processo (PINGITORE et al., 2007). Para isto, várias 

abordagens são utilizadas, incluindo filtração por diálise ou ultrafiltração 

(MURIANA & KLAENHAMMER, 1991; TEN BRINK et al., 1994); precipitação de 

proteínas pelo uso de sais, principalmente, sulfato de amônio (concentração 15 

variável de 0-80%) (FARIAS et al., 1994; FOLLI et al., 2003; YAMAMOTO et al., 

2003), ou ácidos (HASTINGS et al., 1991); e extração das bacteriocinas utilizando 

solventes orgânicos, como clorofórmio (BURIANEK & YOUSEF, 2000; PARK et 

al., 2003). O sobrenadante também pode ser concentrado por secagem a vácuo 

ou liofilização (PIVA &HEADON, 1994). 20 

Embora as etapas descritas sejam utilizadas para a extração de diferentes 

peptídeos antimicrobianos, o grau de pureza da preparação irá variar dependendo 

da composição do meio de cultura e das condições de extração. Por isto, passos 

subsequentes, como separação por cromatografia de troca catiônica (OHMOMO 

et al., 2000) e aniônica (LEE et al., 2007), interação hidrofóbica (MARTINEZ et al., 25 

1998), gel filtração (FLEURY et al., 1996) e cromatografia líquida de fase reversa 

(UTENG et al., 2002), são frequentemente utilizados com a finalidade de eliminar 

os agentes contaminantes e permitir a obtenção da bacteriocina com alto grau de 

pureza. 

 30 

 

1.2.7 APLICAÇÃO DE BACTERIOCINAS 
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A maior parte das pesquisas que envolvem bacteriocinas é focada, 

principalmente, na sua aplicação na conservação de alimentos. Nos últimos 20 

anos, mais de 700 patentes relativas a bacteriocinas produzidas por bactérias do 

ácido láctico foram registradas, das quais cerca de 400 são ligadas à preservação 5 

de alimentos. As bactérias do ácido láctico são produtoras de bacteriocinas 

atraentes pela não toxicidade, alta estabilidade ao calor e atividade de enzimas 

proteolíticas do trato digestivo e atividade contra bactérias patogênicas, incluindo 

amostras que esporulam (COTTER et al., 2005). Essascaracterísticas conferem 

potencial para preservação de alimentos, possibilitando o aumento da vida de 10 

prateleira dos produtos e podendo substituir ou atuar em combinação com 

métodos tradicionais de conservação de alimentos (SHILLINGER et al., 1996; 

ONDA et al., 2003). 

A nisina, produzida por linhagens de Lactococcus lactis, é uma bacteriocina 

extensamente utilizada na indústria de alimentos. Ela apresenta status GRAS, 15 

conferido pelaFood and Drug Administration (FDA, 1988) e é aprovada pela 

Organização Mundial da Saúde como conservante de alimentos em mais de 50 

países.Atualmente, além da nisina, a pediocina PA-1 também é utilizada, e elas 

são comercializadas para uso como aditivos em alimentos como “Nisaplin” e 

“ALTA 2341”, respectivamente (COTTER et al., 2005). 20 

Deve-se destacar que, nos últimos anos, ocorreu uma mudança no estudo 

da aplicação de bacteriocinas e elas passaram a ser consideradas um atrativo na 

indústria farmacêutica, por serem promissores antimicrobianos alternativos. Este 

interesse aumentou, principalmente, devido a preocupação crescente com a 

disseminação da resistência bacteriana a quimioterápicos(NISHIE et al., 25 

2012).Algumas bacteriocinas apresentam propriedades desejáveis para aplicação 

in vivo, tais como a estabilidade a baixo pH e calor, a simplicidade de produção e 

extração, a alta atividade e a ausência de citotoxicidade (SAHL & BIERBAUM, 

2008). 

No campo da Medicina Veterinária, há vários estudos utilizando 30 

bacteriocinas e bactérias produtoras de bacteriocina em ensaios animais, na 

melhoria da nutrição e saúde animal, através da manipulação da fermentação no 



42 

 

rúmen de bovinos (SAR et al., 2005; KISIDAYOVA et al., 2009); no controle de 

infecções em animais, como mastite bovina (RYAN et al.,1998; WU et al.,2007); e 

na inibição de agentes patogênicos entéricos em aves e outros animais, como 

Campylobacter (SVETOCH et al., 2005) e Salmonella (LAUKOVA et al., 2004). 

Na Medicina Humana,existem inúmeras pesquisas que apontam a 5 

utilização de amostras produtoras de bacteriocinas e debacteriocinas na profilaxia 

e tratamento de úlcera gástricaassociada a Helicobacter pylori (KIM et al., 2003); 

no controle de infecções, pela atividade antimicrobiana sobre diversas bactérias 

patogênicas, tais como Salmonella (LOPEZ et al., 2007), Streptococcus 

pneumoniae (SVETOCH et al., 2011),Clostridiumdifficile (REA et al., 2011) e 10 

Staphylococcus aureus multirresistentes (KRUSZEWSKA et al., 2004; MOTA-

MEIRA et al.,2005), dentre outras; em produtos odontológicos, inibindo a 

colonização porStreptococcus mutans (LESTER & SIMMONDS, 2012); e em 

produtos dermatológicos, para controle de infecção por Propionibacterium acnes 

(KANG et al., 2009). 15 

Diferentes aplicações têm sido sugeridas para bacteriocinas sintetizadas 

por bactérias Gram negativas. Colicinas e microcinas produzidas por E. coli são 

capazes de inibir uma variedade de bactérias patogênicas Gram negativas contra 

as quais as bacteriocinas debactérias do ácido láctico não apresentam atividade. 

As bactérias produtoras de bacteriocinas apresentam grande potencial 20 

probiótico,associado a seu emprego para a prevenção de infecção por bactérias 

patogênicas, como 

Escherichia,Enterobacter,Klebsiella,Salmonella,Shigella,Proteuse Yersinia, em 

seres humanos e outros animais(DUQUESNE et al., 2007). 

  25 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

O gênero Parabacteroides inclui bastonetes Gram negativos anaeróbios 

obrigatórios, reconhecidos como membros da microbiota indígena da cavidade 5 

oral e dos tratos respiratório, intestinal e urogenital de seres humanos e de outros 

animais, inclusive aves. Espécies do gênero desempenham papel relevante para 

o hospedeiro e podem agir como patógenos oportunistas, agentes de infecções 

associadas a taxas elevadas de morbidade e mortalidade. Entre os 

representantes do recém-criado gênero Parabacteroides, merece menção a 10 

espécie P. distasonis, anteriormente denominadaBacteroides distasonis. O 

microrganismo está associado à etiopatogenia de diversas doenças que 

acometem os seres humanos, entre elas, infecções intra-abdominais. 

Os microrganismos expressam uma ampla gama de habilidades que 

podem representar vantagem seletiva, especialmente em ambientes densamente 15 

colonizados. Bacteriocinas são substâncias antagonistas de natureza proteica que 

exercem papel relevante nas relações ecológicas bacterianas, podendo favorecer 

as amostras produtoras, auxiliando na competição contra outras bactérias. 

Embora a síntese de bacteriocinas já tenha sido relatada para uma enorme 

variedade de bactérias Gram negativas e Gram positivas, poucos estudos 20 

envolvendo a caracterização mais detalhada destas substâncias produzidas por 

anaeróbios obrigatórios, como Parabacteroides,estão disponíveis na literatura. 

Além disso, pouco se sabe sobre a importância ecológica das bacteriocinas 

sintetizadas por amostrasdeste gênero. 

Oconhecimento das atividades antagonistas dos microrganismos pode 25 

contribuir para elucidar as complexas relações intermicrobianas em ecossistemas 

diversos. Além da relevância ecológica, o surgimento de novas perspectivas 

quanto ao emprego de bactérias produtoras de bacteriocinas como probióticos e 

de bacteriocinas para fins terapêuticos, contra infecções bacterianas, ou na 

indústria, para conservação de alimentos, também demonstra a importância do 30 

estudo das bacteriocinas. Assim, considerando-se a relevância do tema e a 

escassez de trabalhos relativos à produção de substâncias antagonistas tipo 



44 

 

bacteriocinas porP. distasonis, especialmente a aparente ausência de dados 

referentes àextração, caracterização e purificação de bacteriocina, 

desenvolvemos este estudo. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 5 

 

 

Pesquisar, extrair, caracterizar e purificar substâncias antagonistas tipo 

bacteriocina produzida por amostra de P. distasonis isolada de frango de corte. 

 10 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 15 

• Investigar a produção de substâncias antagonistas tipo bacteriocina por 

amostras de P. distasonis, avaliando-se a expressão de autoantagonismo, 

isoantagonismo e heteroantagonismo. 

• Avaliar o espectro de ação antagonista de uma amostra de P. distasonis 

selecionada. 20 

• Extrair as proteínas das frações intracelulares e extracelulares da amostra 

de P. distasonis selecionada. 

• Titular a atividade antagonista e dosar as proteínas das frações ativas 

obtidas. 

• Otimizar as condições de cultivo da amostra produtora. 25 

• Caracterizar uma das frações proteicas, avaliando o efeito de diferentes 

temperaturas, pH, solventes orgânicos e enzimas proteolíticas na sua 

atividade. 

• Avaliar o modo de ação da fração selecionada. 

• Purificar a substância antagonista presente na fração selecionada. 30 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

4.1 AMOSTRAS MICROBIANAS 5 

 

 

Para avaliação da expressão de atividade heteroantagonista, 

isoantagonista e autoantagonista, definidas como inibição de bactérias de 

espécies distintas, da mesma espécie e do mesmo clone, foram estudadas 78 10 

amostras de P. distasonis, denominadas amostras teste. Todas foram 

recuperadas de espécimes fecais de frangos de corte, durante investigação 

previamente realizada no nosso Laboratório (GARCIA et al., 2012). 

Como reveladoras, foi empregado um painel de amostras de leveduras e 

bactérias de referência, anaeróbias obrigatórias, anaeróbias facultativas e 15 

aeróbias, Gram negativas e Gram positivas, além das amostras teste e de 93 

amostras de Bacteroidestambém isoladas de espécimes fecais de frangos de 

corte (GARCIA et al., 2012) (Quadro 1). A partir dos dados gerados por esta 

triagem, foram selecionadas uma amostra produtora, a amostra P15, e uma 

amostra reveladora, P. distasonis ATCC1295, a serem utilizadas nas etapas 20 

posteriores da investigação. 

A atividade da amostra produtora selecionadatambém foi avaliada 

empregando-se, como reveladoras, amostras relevantes do ponto de vista clínico, 

agentes de enterite aguda e amostras de Parabacteroidesdistasonise Bacteroides 

spp. isoladas de pacientes com infecção intra-abdominal (SANTOS etal., 2003; 25 

Quadro 1) 

.
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As amostras bacterianas incluídas no estudo pertencem à coleção do 

Laboratório de Microbiologia Oral e Anaeróbios do Departamento de Microbiologia 

do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais e 5 

vêm sendo conservadas em freezer -86 ºC, em Brucella Broth1 acrescido de 

glicerol2 na concentração final de 10%. As amostras bacterianas foram cultivadas 

em BHIA3 suplementado com 0,5% de extrato de levedura4, 0,1% de hemina5 e 

0,1% de menadiona6 (BHIA-S),a 37 ºC. A incubação foi realizada por 24 h (P. 

aeruginosa, S. aureus, S. Typhimurium e E. coli) ou 48 h (todas as demais), em 10 

atmosfera adequada para a multiplicação de cada bactéria empregada [aerobiose 

(E. coli,P. aeruginosa, S. aureus eS. Typhimurium), microaerofilia (Streptococcus, 

A. actinomycetemcomitans e Campylobacter) ou anaerobiose (todas as demais)]. 

Atmosfera de microaerofilia e de anaerobiose foram obtidas pela incubação em 

jarra de anaerobiose7, empregando o método da vela, para obtenção de 15 

microaerofilia, e método mecânico (90% N2 e 10% CO2) ou químico8 para 

obtenção de anaerobiose. 

A amostra de Candida albicanse as amostras de Cryptococcus spp. foram 

gentilmente cedidas pelos Professores Jacques Robert Nicoli e Maria Aparecida 

de Resende Stoianoff, responsáveis pelo Laboratório de Ecologia e Fisiologia de 20 

Microrganismos e Laboratório de Micologia, respectivamente. As leveduras foram 

cultivadas em Ágar Sabouraud(1% de peptona9, 0,5% de extrato de levedura, 2% 

de glicose10, 1,5% de ágar11) a 37 ºC, por 48 h, em aerobiose. 

  

                                                
1 BBL, Sparks, MD, EUA 
2 Ecibra, Santo Amaro, SP, Brasil 
3 Difco, Sparks, MD, EUA 
4 Difco 
5 Inlab, São Paulo, SP, Brasil 
6 Inlab 
7 Forma Scientific, Marietta, OH, EUA 
8 Gaspak EZ Anaerobe Container System; BD, Sparks, MD, EUA 
9 Difco 
10 Inlab 
11 Difco 
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4.2 PESQUISA DE ATIVIDADE ANTAGONISTA 

 

 

A expressão de atividade antagonista foi avaliada pelo método de 

sobrecamada (BOOTH et al., 1977), utilizando 200 diferentes microrganismos e 5 

21 diferentes genêros, amostras reveladoras. As amostras teste foram cultivadas 

em BHI12suplementado com 0,5% de extrato de levedura, 0,1% de hemina e 0,1% 

de menadiona(BHI-S; HOLDEMAN et al., 1977), pH 7,2 a 37 ºC, por 48 h, em 

anaerobiose e, posteriormente, inoculadas em spots equidistantes, em BHIA-S, 

pH 7,2, utilizando-se replicador de Steers. Após incubação a 37 ºC, por 48 h, em 10 

anaerobiose, as células foram mortas por exposição a vapor de clorofórmio13por 

30 min. As placas foram entreabertas por 30 min para evaporação do clorofórmio 

residual e, então, foram vertidos sobre a cultura 3,5 mL de BHIA-S semissólido 

(0,7% de ágar) inoculado com a amostra reveladora (150 µL de cultura de 

bactéria anaeróbia obrigatória e A. actinomycetemcomitans e 10 µL das demais) 15 

ou 3,5 mL de Ágar Sabouraudsemissólido (0,7% de ágar) inoculado com 50 µL de 

cultura da levedura. O material foi incubado nas condições de cultivo adequadas 

para cada amostra reveladora utilizada. A seguir, a leitura foi realizada avaliando-

se a presença de halos de inibição da amostra reveladora em torno dos spotsdas 

amostras teste. 20 

A partir desta etapa, foi empregada no estudo apenas a amostra produtora 

selecionada (P15), para a caracterização da atividade antagonista.Para as etapas 

de extração, caracterização e purificação da substância antagonista, a amostra P. 

distasonis ATCC 1295 foi selecionada como reveladora, com base nos resultados 

da pesquisa de atividade antagonista, como a visibilidade e tamanho do halo. 25 

  

                                                
12 Difco 
13 Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil 
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4.3 DETECÇÃO DE FATORES DE INTERFERÊNCIA 

 

 

Para averiguar se a inibição observada é devida à produção de substância 

tipo bacteriocina ou a outros possíveis fatores, foram realizados os testes 5 

descritos a seguir. 

 

 

4.3.1 BACTERIÓFAGOS 

 10 

Para avaliar a presença de fagos, que poderiam ser responsáveis pela 

atividade antagonista, foi retirado, assepticamente, um fragmento de ágar da zona 

de inibição da multiplicação da amostra reveladora. O fragmento removido foi 

macerado em solução salina pH 7,2 e centrifugado a 23.400 xg por 20 min. Uma 

alíquota de 200 µL do sobrenadante foi transferida para 3 mL de cultura em meio 15 

BHI-S contendo a amostra reveladora. Após incubação por 10 min, à temperatura 

ambiente, para permitir a adsorção viral à amostra reveladora, uma alíquota de 

200 µL foi adicionada a 3,5 mL de BHI-S semissólido, que foi vertido sobre uma 

camada de meio BHIA-S. O material foi novamente incubado a 37 ºC, por 48 h, 

em anaerobiose e avaliado quanto à presença de zonas líticas, indicativas da 20 

presença de bacteriófagos (TURNER & JORDAN, 1981). 

 

 

4.3.2 ÁCIDOS GRAXOS 

 25 

A avaliação da possível inibição por ácidos graxos foi realizada 

empregando-se BHIA-S com e sem adição de 1% de amido solúvel14 para 

pesquisa de atividade antagonista (WALSTAD et al., 1974). Foi avaliada a 

presença ou ausência de halo de inibição da amostra reveladora. 

  30 

                                                
14 Reagen, Curitiba, PR, Brasil 
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4.3.3 CLOROFÓRMIO 

 

Para avaliar a possibilidade de interferência da presença de resíduo de 

clorofórmio na multiplicação da amostra reveladora, foi realizado o seguinte teste. 

A amostra produtora foi inoculada, em spot, na superfície de BHIA-S e, após 5 

incubação a 37 ºC, por 48 h, em anaerobiose, a amostra reveladora, previamente 

cultivada em BHI-S, foi inoculada em torno do spot da amostra produtora, em 

forma de cruz, sem que o crescimento da amostra produtora fosse tocado. O 

material foi incubado a 37 ºC, por 48 h, em anaerobiose e, então, foi avaliada a 

presença ou ausência de halo de inibição da amostra reveladora (FARIAS et al., 10 

1992). 

 

 

4.3.4 H2O2 

 15 

A produção de H2O2 foi investigada através da incorporação de catalase de 

fígado 15 0,03% p/v em BHI-S. Como controle, foi empregado o mesmo meio sem 

a adição da enzima. A presença de halo de inibição da multiplicação da amostra 

reveladora apenas no meio sem adição de catalase foi considerada indicativa de 

que a atividade antagonista deve-se à presença de H2O2 (HAMADA & OOSHIMA, 20 

1975). 

 

 

 

4.4 EXTRAÇÃO PROTEICA 25 

 

 

A partir da indicação de atividade antibacteriana decorrente da síntese de 

substância tipo bacteriocina, foi realizada a extração proteica, segundo protocolo 

proposto por Green & Huges (1955), com algumas adaptações. A amostra 30 

produtora foi cultivada em 800 mL de BHI-S, pH 8,0,a 37 ºC, em anaerobiose. 
                                                
15Reagen 
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Após 48 h, a cultura foi centrifugada a 12.520 g, a 4 ºC, por 30 min. O 

sobrenadante foi empregado para extração das frações extracelulares e o 

precipitado para obtenção das frações intracelulares. 

O sobrenadante coletado foi submetido à precipitação proteica pela adição 

de concentrações crescentes de sulfato de amônio16 (30, 50 e 80%), em agitação 5 

constante, a 4 ºC, até a solubilização do sal. Após centrifugação a 23.741 g, a 4 

ºC, por 30 min, o precipitado foi dissolvido em 10 mL de Tris17-HCl18 0,01 M, pH 

8,0, e dialisado (Spectra/Por Membrane 1000 MW)19 contra o mesmo tampão, em 

câmara fria, overnight, com três trocas de tampão. As frações extracelulares 

obtidas foram denominadas S30, S50 e S80. 10 

As células (pellet) foram lavadas três vezes em tampão Tris-HCl 0,01 M, 

pH 8,0, suspendidas em 15mL do mesmo tampão e sonicadas20 por 20 ciclos de 

40 s, a 50 W, com intervalos de 40 s, em banho de gelo. A lise celular foi 

confirmada por microscopia óptica após coloração pelo método de Gram. O 

extrato foi centrifugado a 29.829 g, a 4 ºC, por 30 min. As proteínas do 15 

sobrenadante foram precipitadas com sulfato de amônio (30, 50 e 80%) e as 

frações intracelulares geradas foram denominadas C30, C50 e C80. 

Os extratos extracelulares e intracelulares obtidos foram esterilizados por 

filtração (Millex GP21, poro de 0,22 µm). 

 20 

 

 

4.5 TESTE DE ATIVIDADE ANTAGONISTA DAS FRAÇÕES OBTIDAS 

 

 25 

Para titulação da atividade antagonista, os extratos proteicos foram 

submetidos a diluições sucessivas em tampão Tris-HCl 0,01 M, pH 8,0, e teste 

                                                
16 Vetec 
17 Inlab 
18Quimex, São Paulo, SP, Brasil 
19 Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez, CA, EUA 
20 Branson, Danbury, CT, EUA 
21 Millipore, Bedford, MA, EUA 
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para avaliação da expressão de antagonismo pelo método de sobrecamada. Uma 

alíquota de 20 µL dos extratos proteicos não diluídos e diluídos foi gotejada sobre 

a superfície de BHIA-S. Após absorção do inóculo, 3,5 mL de BHIA-S semissólido 

previamente adicionado de uma alíquota de 150 µL de cultura de P. distasonis 

ATCC 1945 foram vertidos sobre camada de BHIA-S. Após solidificação do meio, 5 

a placa foi incubada a 37 ºC, por 48 h, em anaerobiose. O título, expresso em 

unidades arbitrárias de atividade antibacteriana por mililitro (UA/mL), foi definido 

como a recíproca da maior diluição que originou uma zona límpida de inibição da 

multiplicação da amostra reveladora (YAMAMOTO et al., 2003).Alíquotas das 

frações ativas foram mantidas em freezer a -86 ºC. 10 

 

 

 

4.6 DOSAGEM DE PROTEÍNAS DAS FRAÇÕES ATIVAS 

 15 

 

A determinação da concentração de proteínas nos extratos ativos foi 

realizada pelo método colorimétrico de Bradford (1976). Solução de soroalbumina 

bovina22 (1 mg/mL) foi utilizada como padrão. A leitura foi realizada em leitor de 

Elisa (MultiskanSpectrum)23. 20 

 

A fração C50 foi selecionada para emprego nas etapas posteriores do 

estudo. 

  

                                                
22Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA 
23 Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 



54 

 

4.7 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE CULTIVO DA AMOSTRA 

PRODUTORA 

 

 

Diferentes condições de cultivo foram testadas para determinação 5 

daquelas mais favoráveis à expressão de antagonismo. A amostra produtora P15 

foi cultivada em BHI-S, a 37 ºC, em anaerobiose. Como parâmetros variáveis, 

foram avaliados: a) tempo de incubação, 24 ou 48 h; b) submissão ou não a 

estresse oxidativo (O2 e H2O2); e c) cultivo da amostra produtora acrescida ou não 

da amostra reveladora (P. distasonis ATCC 1295) previamente morta por 10 

tratamento térmico. 

A indução de estresse oxidativo pela exposição ao oxigênio molecular foi 

realizada segundo Silva et al. (2005), com algumas modificações. A amostra 

produtora foi cultivada em 800 mL de BHI-S, pH 8,0, a 37 ºC,em anaerobiose, por 

12 h; em aerobiose, sob agitação (140 rpm), por 8 h; e, posteriormente, 15 

novamente em anaerobiose, até completar 48 h de cultivo. O estresse com 

H2O2
24foi realizado utilizando protocolo descrito por Rocha & Smith (1997), com 

algumas modificações. A amostra produtora foi cultivada em 800 mL de BHI-S, pH 

8,0, a 37 ºC, por 48 h, em anaerobiose, e alíquotas de 50 µL, 100 µL e 150 µL de 

H2O2 foram adicionadas durante este período, após incubação por 8 h, 20 h e 20 

32h, respectivamente. 

A cultura da amostra produtora também foi realizada na presença da 

reveladora previamente inativada por tratamento térmico. Após o cultivo da 

amostra reveladora em 800 mL de BHI-S, pH 8,0, a 37 ºC, em anaerobiose, por 

48 h, a cultura foi autoclavada a 121 ºC, por 30 min e, posteriormente, 25 

centrifugada a 12.520 g, a 4 ºC, por 30 min. O pellet foi solubilizado em BHI-S, 

que foi adicionado à cultura da bactéria produtora (BENITEZ et al., 2011). 

Extração proteica, como descrita no item 4.4, foi realizada posteriormente a 

cada procedimento de cultivo, para obtenção da fração C50. 

                                                
24Vetec 



55 

 

A partir destes resultados o estresse oxidativo foi escolhido para os testes 

subsequentes. 

 

 

4.8 CARACTERIZAÇÃO DE C50 5 
 

 

A fração C50 foi submetida a diferentes tratamentos visando à avaliação do 

efeito dos mesmos na atividade antagonista. Foram testados diferentes valores de 

temperatura e pH, solventes orgânicos e enzimas proteolíticas. Após os 10 

tratamentos, os extratos foram submetidos a testes de atividade antagonista como 

descrito no item 4.5. 

 

 

4.8.1 TEMPERATURA 15 

 

Para avaliação da interferência de tratamento térmico na atividade 

antagonista da fração C50, foi utilizada a metodologia descrita por Ribeiro-Ribas 

et al. (2009), com algumas adaptações. 

Alíquotas de C50 foram diluídas na proporção 1:1 (v/v) em tampão Tris-HCl 20 

0,01 M, pH 8,0, e incubadas a -80 ºC (freezer) -20 ºC (freezer), 4 ºC (geladeira), 

25 ºC (temperatura ambiente), 37 ºC (estufa), 50 ºC, 70 ºC e 100 ºC (banho-

maria) em intervalos de 10, 20 e 40 min, 1, 2, 4 e 8 h, 1, 2, 8, 22, 30 e 50 dias, 6 e 

12 meses. Como controle, foi utilizado o extrato diluído sem qualquer tratamento 

térmico. 25 

 

 

4.8.2 PH 

 

Para avaliação da estabilidade da atividade antagonista frente a diferentes 30 

valores de pH, foi utilizada metodologia descrita por Valeff (2011), com algumas 

adaptações. O tampão universal Britton-Robinson (BRITTON & ROBINSON, 
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1931; ácido orto-fosfórico25 0,04 M, ácido acético26 0,04 M e ácido bórico27 0,04 

M), que possibilita o ajuste do pH a valores de 2 a 12, foi utilizado. O ajuste do pH 

foi feito com solução de NaOH 2 M e HCl 2 M e os tampões foram esterilizados 

por filtração em Millex GP (0,22 µm). 

C50 foi diluído na proporção de 1:1 (v/v) no tampão universal e a solução 5 

foi, então, incubada a 37 ºC, em intervalos de 15 e 30 min, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h, 1, 2 

3, 6, 10, 20 e 30 dias. Como controle, foi verificada a atividade do tampão e da 

fração diluída em Tris-HCl 0,01 M, pH 8,0, na proporção de 1:1 (v/v), incubados 

na mesma condição empregada para os tubos teste. 

 10 

 

4.8.3 ENZIMAS PROTEOLÍTICAS 

 

O efeito de enzimas proteolíticas28 na fração C50 foi testado segundo 

metodologia descrita por Apolônio et al. (2008). Foram utilizadas proteinaseK, α-15 

quimotripsina, tripsina, papaína e pepsina. As enzimas α-quimiotripsina e 

tripsinaforam solubilizadas em tampão Tris-HCl 20 mM, pH 8,0, a proteinase K em 

tampão Tris-HCl 20 mM, pH 7,2, a papaína em tampão fosfórico29 50 mM, pH 5,0, 

e a pepsina em tampão citrato 30 100 mM, pH 3,0, todas na concentração final de 

1 mg/mL. O material foi esterilizado por filtração. 20 

As soluções foram preparadas diluindo-se as alíquotas do extrato em cada 

uma das soluções enzimáticas na proporção de 1:1 (v/v). O produto foi incubado 

por 15 min, 30 min e 1 h, a 37 ºC. Decorrido o tempo de incubação, a atividade 

antagonista foi testada, como descrito no item 4.5, e os resultados foram 

expressos em UA/mL. 25 

Como controles foi verificada a atividade das soluções enzimáticas e do 

extrato diluído 1:1 (v/v) em Tris-HCl 20 mM, pH 8,0, e em Tris-HCl 20 mM, pH 7,2, 

incubados por 15 min, 30 min e 1 h, na temperatura de 37 ºC. 
                                                
25 Merck, Rio de Janeiro, RJ, Brasil 
26 Ecibra 
27BioAgency, São Paulo, SP, Brasil 
28Sigma-Aldrich 
29Inlab 
30Inlab 
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4.8.4 SOLVENTES ORGÂNICOS 
 

Para verificar o efeito de solventes orgânicos na atividade antagonista de 

C50, foi empregada metodologia descrita por Apolônio et al. (2008). Os solventes 

utilizados foram acetona31, acetonitrila32, álcool iso-propílico33, butanol34, etanol35, 5 

hexano36 e metanol37. 

Soluções aquosas a 10% dos solventes orgânicos foram preparadas e, em 

seguida, filtradas em Millex GP (0,22 µm). Os extratos foram diluídos na 

proporção de 1:1 (v/v) nestas soluções e, então, incubados a 25 ºC, por 30 min, 

por 1 h e 2 h. Foram realizados controles, utilizando as soluções aquosas dos 10 

solventes orgânicos e o extrato diluído 1:1 (v/v) em Tris-HCl 0,01 M, pH 8,0, 

incubados a 25 ºC, pelos mesmos intervalos de tempo dos tubos teste. 

 

 

 15 

4.9 ESTUDO DO MODO DE AÇÃO DE C50 

 

 

4.9.1 CIM 

 20 

A CIM é definida como a menor concentração da droga que inibe o 

crescimento visível de um organismo após incubação(LEVISON & LEVISON, 

2009). Este período de incubação, entretanto, é estendido em testes realizados 

com microrganismos anaeróbios, que necessitam de maior tempo para 

multiplicação (CLSI, 2012). Para a determinação da CIM, foi utilizado o protocolo 25 

preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (2012), com algumas 

                                                
31 Fmaia, Cotia,SP, Brasil 
32 J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, EUA 
33Vetec 
34 Ecibra 
35 Labsynth, Diadema, SP, Brasil 
36 Ecibra 
37 J.T.Baker 
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modificações, por meio de microdiluição em caldo. O experimento foi realizado em 

triplicata. 

Para esta avaliação, 2 µL de cultura da amostra reveladora foram 

adicionados em cada poço de uma microplaca de 96 poços, com o inóculo 

previamente ajustado com salina 0,85% conforme escala 0,5 de Mac Farland, 5 

sendo que a concentração final bacteriana em cada poço foi de 106 UFC/mL. 

Também foram adicionados 100 µL de diferentes concentrações dos extratos 

ativos, além de 98 µL de BHI-S. Como controle positivo, foi empregada mistura de 

198 µL de BHI-S e 2 µL de cultura da amostra reveladora e, como controle 

negativo, foram utilizados 98 µL de BHI-S, 100 µL de solução de extrato e 2 µL de 10 

salina. Após 48 h de incubação, foi realizada a leitura do teste para determinação 

da CIM, expressa em UA/mL. 

 

 

4.9.2 CBM 15 

 

A CBM é definida como a menor concentração de um agente 

antimicrobiano capaz de reduzir a contagem microbiana em 99,9% (LEVISON & 

LEVISON, 2009). 

Este experimento foi realizado a partir da microplaca empregada para 20 

determinação da CIM, também em triplicata. Alíquotas de 100 µL do controle 

negativo e de cada poço em que não houve crescimento bacteriano foram 

semeadas em BHIA-S com o auxílio de alça de Drigalski. O controle positivo foi 

diluído em BHI-S (10-1, 10-3 e 10-5) e 100 µL de cada diluição também foram 

semeados em BHIA-S. As placas foram incubadas em anaerobiose, a 37 ºC, por 25 

48 hs. Após incubação, foi realizada a contagem de colônias e o resultado foi 

expresso em UFC/mL. 
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4.10 PURIFICAÇÃO DO EXTRATO ATIVO - CROMATOGRAFIA 

 

 

A fração ativa C50 foi submetida a etapas sucessivas de cromatografia 

para purificação da substância ativa. Após cada etapa de purificação, as frações 5 

foram submetidas a teste de atividade antagonista, como descrito no item 4.5. 

Inicialmente, foi empregada cromatografia por troca iônica (FPLC), em 

coluna Mono-QTM 5/50 GL TricornTM38,previamente equilibrada em tampão Tris-

HCl 0,02 M, pH 8,0, e eluída no mesmo tampão acrescido de NaCl 1 M, em 

gradiente linear de 0-100%. As frações obtidas foram concentradas por 10 

liofilização, solubilizadas em 100 µL de tampão Tris-HCl 0,01 M, pH 8,0, e 

testadas quanto à expressão de atividade antagonista, conforme descrito no item 

4.5. 

As frações provenientes da cromatografia por troca iônica que 

apresentaram atividade antagonista foram submetidas a cromatografia por gel 15 

filtração (FPLC), em coluna de Superose 12 HR 10/3039, previamente equilibrada 

em tampão Tris-HCl 0,02 M, pH 8,0, acrescido de 0,2 M de NaCl, e eluídas no 

mesmo tampão. Alíquotas de 1,5 mL foram coletadas em fluxo de 30 mL/h, 

liofilizadas, solubilizadas em 100 µL de tampão Tris-HCl 0,01 M, pH 8,0, e 

testadas conforme descrito no item 4.5. 20 

As frações ativas obtidas da etapa de purificação anterior foram 

submetidas a cromatografia de fase reversa (HPLC) em coluna C1840 (4,6 mm de 

diâmetro x 25 cm de comprimento) equilibrada com solução A (TFA41 0,05% v/v 

em água Milli-Q®) e eluídas com solução B (acetonitrila42 100% + TFA 0,05%). As 

frações eluídas foram monitoradas, empregando-se comprimento de onda de 280 25 

e 220 nm. As frações obtidas foram concentradas por liofilização e solubilizadas 

em 10 µL de tampão Tris-HCl 0,01 M, pH 8,0, e testadas quanto à expressão de 

antagonismo (item 4.5).  

                                                
38 GE Healthcare, Uppsala, Suécia 
39 GE Healthcare 
40 Shimadzu, Kyoto, Japão 
41 Sigma-Aldrich 
42 Merck 
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4.11 SDS-PAGE 

 

 

 Os pools das frações ativas provenientes de cada etapa de purificação 

foram submetidos a SDS-PAGE (17,5%) e separados a 80 V, por 3 h. Após a 5 

separação, o gel foi lavado durante 3 h com água destilada estéril, para remoção 

do SDS e de possíveis contaminantes microbianos e, em seguida, encaminhado 

para a revelação de atividade in situ. O gel, mantido em condições assépticas, foi 

depositado sobre camada de BHIA-S e recoberto com uma camada de BHI-S 

semissólido contendo uma alíquota de cultura de P. distasonis ATCC 1295. Após 10 

incubação a 37 ºC, em anaerobiose, a leitura foi realizada pela observação da 

presença de linhas de inibição da multiplicação da amostra reveladora na posição 

das bandas proteicas. A massa molecular de cada banda ativa foi estimada por 

comparação com padrão de proteínas pré-corado43 (FARIAS et al.,1994). 

 15 

 

 

4.12 ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

 20 

A massa molecular da proteína purificada que apresentou atividade 

antagonista foi avaliada por meio de espectrometria de massas. A amostra foi 

dissolvida em ácido sinápico saturado (5 mg de solução aquosa de 3% 

TFA:acetonitrila:água, 1:4:5, v/v), na proporção de 1:3 (v/v), transferida (0,5 

µL/well), em triplicata, para aquisição da placa de dados MALDI (MTP 25 

AnchorChips 384 x 600)44 e mantida em temperatura ambiente. A massa 

molecular foi determinada empregando-se AutoflexTM III MALDI-TOF/TOF45, 

operando em modo linear positivo. A calibração linear foi obtida utilizando padrão 

de calibração proteico (Protein Calibration Standard II)46.  

                                                
43 Promega 
44 Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA 
45 Bruker Daltonics 
46 Bruker Daltonics 
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5 RESULTADOS 

 

 

 

5.1 PESQUISA DE ATIVIDADE ANTAGONISTA 5 

 

 

De um total de 15.600 testes de antagonismo realizados, 571 geraram 

resultados positivos e 39 das 78 amostras exibiram atividade antagonista. O 

espectro de ação variou muito entre as amostras, sendo detectada a expressão 10 

de heteroantagonismo, isoantagonismo e autoantagonismo. Isoantagonismo foi o 

fenômeno mais frequente, observado para 39 das 78 (50,0%) amostras de P. 

distasonis (FIG. 2). Nove (11,5%) amostras expressaram heteroantagonismo e 

atividade autoantagonista foi exibida por apenas duas amostras (2,6%). 

No que diz respeito ao espectro de ação, atividade foi observada somente 15 

contra bactérias Gram negativas, principalmente grupos filogeneticamente 

relacionados, com exceção de F. necrophorum e A. actinomycetemcomitans. Não 

se observou antagonismo contra bactérias Gram positivas nem atividade 

antifúngica nas condições testadas. Entre as amostras de referência utilizadas, P. 

distasonis, B. vulgatuse B. thetaiotaomicron foram as mais frequentemente 20 

inibidas, mostrando suscetibilidade a nove (11,5%), nove e oito (10,3%) amostras, 

respectivamente (FIG. 3). 

Um total de 76 (97,4%) amostras de P. distasonisapresentou sensibilidade 

a pelo menos uma amostra produtora. No que se refere às amostras de 

Bacteroides isoladas de fezes de frangos, todas as 93 apresentaram 25 

suscetibilidade a pelo menos uma amostra produtora. 

A amostra produtora denominada P15 foi aquela que expressou 

antagonismo mais frequentemente. Ainda, P15 exibiu espectro de inibição mais 

amplo (FIG. 4) e halos mais visíveis e límpidos. Assim, a amostra P15 foi 

selecionada para as fases subsequentes do estudo. 30 
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 5 

 

 

 

 

 10 

 

Figura 2. Atividade isoantagonista de amostras de Parabacteroides distasonis 

isoladas de frango de corte. Método de sobrecamada, meio BHIA-S, 

incubaçãoa 37ºC, por 48 h, em anaerobiose. Amostras produtoras: P15 

e P25, amostra reveladora: P. distasonis ATCC 1295. 15 
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5.2 AVALIAÇÃO DO ESPECTRO DE AÇÃO DA AMOSTRA PRODUTORA 

 

 

Quando a ação antagonista da amostra produtora selecionada foi avaliada 5 

empregando-se, como reveladoras, Campylobacter, S. Typhimurium e amostras 

de Bacteroidese P. distasonis isolados de pacientes com infecção intra-

abdominal, observou-se antagonismo apenas contra Parabacteroides e 

Bacteroides, grupo filogeneticamente relacionado à amostra produtora (FIG. 5). 

Apenas uma amostra de B. fragilis, isolada de paciente com infecção intra-10 

abdominal, não se mostrou suscetível. 

 

 

 

5.3 FATORES DE INTERFERÊNCIA 15 

 

 

5.3.1 BACTERIÓFAGOS 

 

Não foram evidenciadas zonas de lise decorrentes da presença de 20 

bacteriófagos no teste realizado (FIG. 6). 

 

 

5.3.2 ÁCIDOS GRAXOS 

 25 

A adição de amido ao meio de cultivo não impediu a expressão de 

antagonismo pela amostra P15, indicando que ácidos graxos não eram 

responsáveis pelo antagonismo (FIG. 6). 
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 5 

 

 

 

 

 10 

Figura 5. Atividade heteroantagonista da amostra de Parabacteroides 

distasonisP15, isolada de frango de corte. Método de sobrecamada, 

meio BHIA-S, incubação a 37 ºC, por 48 h, em anaerobiose. Amostra 

reveladora: Bacteroides fragilis isolada de paciente com infecção intra-

abdominal. 15 
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 15 

 

 

 

 

 20 

 

 

 

Figura 6. Testes para pesquisa de fatores de interferência. Avaliação da 

atividade de: a) bacteriófagos, b) ácidos graxos, c) clorofórmio e d) 25 

H2O2. Método de sobrecamada, meio BHIA-S, incubação a 37 ºC, por 

48 h, em anaerobiose. Amostra produtora: Parabacteroides distasonis 

P15, amostra reveladora: P. distasonis ATCC 1295. 

  

 

 

a b 

c d 
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5.3.3 CLOROFÓRMIO 

 

Os resultados dos testes para pesquisa de atividade antagonista com ou 

sem adição de clorofórmio foram similares, indicando que esta substância não é a 

responsável pela inibição da amostra reveladora (FIG. 6). 5 

 

 

5.3.4 H2O2 

 

A adição de catalase ao meio de cultivo não inibiu a expressão de 10 

antagonismo, demonstrando que a produção de H2O2 não é responsável pela 

atividade (FIG. 6). 

 

 

 15 

5.4 EXTRAÇÃO PROTEICA - TESTE DE ATIVIDADE ANTAGONISTA DAS 

FRAÇÕES OBTIDAS 

 

 

Após extração proteicada amostra P15, apenas as frações C30, C50 e S50 20 

apresentaram atividade antagonista contraP. distasonis ATCC 1295. S50 

apresentou maior título de atividade antagonista e maior concentração proteica. 

Entretanto, a fração foi mais instável que C50, perdendo sua atividade em uma 

semana.Assim, C50 foi selecionada para as etapas subsequentes do 

estudo(Tabela 1). 25 
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Tabela 1. Titulação dos extratos proteicos extracelular e intracelulares de 

Parabacteroides distasonisP15 ativos contra P. distasonis ATCC 1295. 

 

Extrato 

proteico 

Título 

(UA/mL) 

Concentração 

(mg/mL) 

C30 nd 10,92 

C50 100 29,06 

S50 400 42,76 

C30, fração intracelular precipitada com 30% de (Na4)2SO4; 

C50, fração intracelular precipitada com 50% de 5 

(Na4)2SO4;S50, fração extracelular precipitada com 50% de 

(Na4)2SO4; nd, atividade apenas do extrato não diluído. 

 

 

 10 

5.5 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE CULTIVO DA AMOSTRA 

PRODUTORA 

 

 

Antagonismo da fração C50 não foi detectado quando a amostra produtora 15 

foi cultivada por 24 h, enquanto que a fração C50 da cultura incubada por 48 h 

apresentou atividade até a diluição 1:2, com título de 100 UA/mL. O estresse 

oxidativo, pela exposição a O2, provocou um aumento do título da atividade 

antagonista da fração C50 para 200 UA/mL. Os demais parâmetros avaliados não 

interferiram na atividade antagonista (FIG. 7). 20 

  



 

 

Figura 7. Titulação de C50. Amostra produtora: 

amostra reveladora: 

incubação a 37 5 

incubação, c) 

reveladora inativada, 

a 

c 

e

Titulação de C50. Amostra produtora: Parabacteroides distasonis

mostra reveladora: P. distasonis ATCC 1295. Meio de 

incubação a 37 ºC, sob diferentes condições. a) 24 h e b) 48 h de 

, c) estresse por H2O2, d) cultivo na presen

reveladora inativada, e) estresse oxidativo. 

e 
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Parabacteroides distasonis P15, 

ATCC 1295. Meio de cultivo BHI-S, 

24 h e b) 48 h de 

cultivo na presença da amostra 

 

b 

d 
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5.6 CARACTERIZAÇÃO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA 

 

 

5.6.1 INFLUÊNCIA DA TEMPERATURA 

 5 

A termolabilidade da fração C50 foi demonstrada pela perda completa da 

atividade em temperaturas superiores a 70ºC, sendo que, nesta temperatura, sua 

estabilidadefoi mantida por 20 min. C50 ainda permaneceativa após um período 

de 12 meses de armazenamento em temperaturas mais baixas (-20 °C e -80 °C). 

A atividade antagonista de C50 foi preservada por 50 dias a 4 °C; por 30 dias a 25 10 

°C, por 30 dias a 37 °C e por 4 h a 50 °C (Tabela 2). 

 

 

5.6.2 INFLUÊNCIA DO PH 

 15 

A atividade de C50 foi mantida, embora diminuída, por 6 dias, quando a 

fração foi submetida a valores de pH mais baixos (2,0; 3,0 e 4,0). Soluções mais 

alcalinas (pH 11,0 e 12,0) inativaram C50. A atividade antagonista de C50 foi 

mantida em 200UA/mL por 30 dias após tratamento com tampões com os demais 

valores de pH testados. Os resultados indicam estabilidade da fração em uma 20 

ampla faixa de pH (5,0 a 10,0; Tabela 2). 

 

 

5.6.3 INFLUÊNCIA DE ENZIMAS PROTEOLÍTICAS 

 25 

Em relação à estabilidade frente às enzimas proteolíticas, C50 foi 

totalmente inativado pelo tratamento com papaína, tripsina e α-quimotripsina por 

15min. No que se refere a pepsina e proteinase K, a atividade do extrato C50 não 

diluído foi mantida por até 1h de exposição (Tabela 2). Os controles positivos 

apresentaram atividade com título de 100UA/mL quando incubados por 15min, 30 

30min e 1h. 
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Tabela 2. Influência de diferentes tratamentos sobre a estabilidade de C50 

[fração intracelular precipitada com 50% de (Na4)2SO4]. 

 

Tratamento Título (UA/mL) 

Temperatura  
    Controle 100 
120ºC e 100ºC/10 min 0 
    70 ºC/10min nd 
50ºC/4h 100 
37ºC/30 dias nd 
25ºC/30 dias 100 
4ºC/50 dias 100 
-20ºC e -80ºC/12 meses 100 
pH  
    Controle 200 
2, 3 e 4/6 dias 100 
5 e 6/30 dias 100 
7, 8, 9 e 10/30 dias 200 
    11 e 12/0 min 0 
Enzimas (1 mg/mL, 37 ºC)  
    Controles 100 
Tripsina/15 min 0 
α-quimiotripsina/15 min 0 
Papaína/15 min 0 
Pepsina/1 h nd 
ProteinaseK/1 h nd 
Solventes orgânicos (10%, 25ºC, 2 h)  
    Controle 100 
Acetona 100 
Acetonitrila 100 
Álcool isopropílico 100 
Butanol 100 
Etanol 100 
Hexano 100 
Metanol 100 

nd, atividade apenas do extrato não diluído. 

  5 
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5.6.4 INFLUÊNCIA DE SOLVENTES ORGÂNICOS 

 

A fração C50 manteve-se ativa após exposição a todos os solventes 

orgânicos testados. O título de atividade antagonista foi de 100 UA/mL para todos 

os testes e para o controle positivo (Tabela 2). 5 

 

 

 

5.7 ESTUDO DO MODO DE AÇÃO DE C50: DETERMINAÇÃO DA CIM E DA 

CBM 10 

 

 

Os valores de CIM e CBM de C50 foram 6,25UA/mL e 160 UA/mL, 

respectivamente(Tabela 3 e FIG.8). Assim, a CBM foi cerca de 25 vezes maior 

que a CIM, o que demonstra o modo de ação bacteriostático de C50. 15 

 

 

 

5.8 PURIFICAÇÃO DA FRAÇÃO C50 

 20 

 

A aplicação do extrato C50 em cromatografia de troca iônica gerou 52 

frações. Entre elas, as frações 1 a 4, referentes a um único pico, que não foram 

capazes de se ligar à coluna, e as frações 17 a 20, que foram eluídas com, 

aproximadamente, 20% de NaCl, apresentaram atividade antagonista (FIG. 9). O 25 

cromatograma obtido nesta etapa de purificação está representado na FIG 10. 
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Tabela 3. CIM e CBM de C50 (Amostra produtora: Parabacteroides distasonis 

P15, amostra reveladora: P. distasonis ATCC 1295). 

CIM, concentração inibitória mínima; CBM, concentração bactericida mínima; -, 

ausência de multiplicação bacteriana; +, presença de multiplicação bacteriana. 

Diluição 
Título 

(UA/mL) 

Concentração 

(mg/mL) 
CIM CBM 

Extrato bruto 200 29,06 - - 

4:5 160 14,53 - - 

3:5 120 7,26 - + 

1:2 100 3,63 - + 

1:4 50 1,81 - + 

1:8 25 0,90 - + 

1:16 12,5 0,45 - + 

1:32 6,25 0,22 - + 

1:64 3,12 0,11 + + 

1:128 1,56 0,05 + + 
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 10 

 

Figura 8. Determinação da CIM de C50 (título em UA/mL). Amostra produtora: 

Parabacteroides distasonis P15, amostra reveladora: P. distasonis 

ATCC 1295. CN, controle negativo; CP, controle positivo. 
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Figura 9. Zonas de inibição da multiplicação da amostra reveladora pelas frações 

a) 1, 2, 3 e 4 e b) 17, 18, 19 e 20 resultantes da cromatografia de troca 

iônica do extrato C50. Amostra produtoraParabacteroides 

distasonisP15, amostra reveladora: P. distasonisATCC 1295. 15 
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Figura 10. Perfil cromatográfico de troca iônica da fração C50 (fração intracelular 

precipitada com 50% de (Na4)2SO4) produzida por P. distasonis P15, 

utilizando coluna Mono-QTM, acoplada em sistema de FPLC. 

Sensibilidade 2,0, leitura a 280 nm. Volume das frações: 2,0 mL.  Para 10 

a determinação da unidade arbitrária (UA/mL), foi utilizada como 

reveladora da atividade antagonista a amostra P. distasonis ATCC 

1945. 
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As frações 1 a 4 oriundas da cromatografia de troca iônica constituíram 

opool 1 que, aplicado em cromatografia de gelfiltração, gerou 45 frações. Destas, 

as frações 2 a 5 foram capazes de inibir a amostra reveladora (FIG. 11). O pool 2, 

que incluiu as frações 17 a 20, gerou 32 frações, das quais 12 a 18 expressaram 

atividade antagonista (FIG. 12). O pool 1 apresentou maior rendimento proteico e 5 

maior título de atividade quando comparado com o pool 2. Os cromatogramas dos 

pools 1 e 2estão representados na FIG. 13. 

Ospools 3 e 4, constituído pelas frações 2 a 5 e 12 a 18provenientes da 

cromatografia de gel filtração, respectivamente, foram aplicados a cromatografia 

de fase reversa. O pool 3 gerou 50 frações, das quais, as frações 27 a 29 (pool 5), 10 

que foram eluídas com, aproximadamente, 60-65% de acetonitrila, inibiram a 

amostra reveladora (FIG. 14). O rendimento proteico, após a última etapa de 

purificação, representou cerca de 0,25% da quantidade proteica inicial do extrato 

bruto C50. A FIG. 15 mostra o cromatograma obtido na última etapa de 

purificação para este pool. O pool 4 gerou 50 frações, sendo que nenhuma 15 

apresentou atividade antagonista. 

A titulação e a dosagem de proteínas das frações ativas originadas de cada 

etapa de cromatografia estão representadas na Tabela 4. A origem de cada uma 

das frações e a constituição dos pools estão sumarizados na FIG. 16. 

 20 

 

 

5.9 SDS-PAGE 

 

 25 

O resultado da revelação in situ da atividade dos pools 1 (frações 1 a 4 

resultantes da cromatografia de troca iônica), 3 (frações 2 a 5 oriundas da 

cromatografia de gel filtração) e 5 (frações 27 a 29 da cromatografia de fase 

reversa), realizada posteriormente à separação por eletroforese, está apresentado 

na FIG. 17. Verificou-se a inibição da multiplicação do microrganismo revelador P. 30 

distasonisATCC 1295 por todos ospoolsem região correspondente à mesma 

massa molecular. Esta região corresponde a uma massa molecular <10 kDa. 
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Figura 11. Zonas de inibição da multiplicação da amostra reveladora pelas frações 

2 a 5 resultantes da cromatografia degel filtração. Amostra 

produtoraParabacteroides distasonisP15, amostra reveladora: P. 

distasonisATCC 1295. 15 
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Figura 12. Zonas de inibição da multiplicação da amostra reveladora pelas 

frações 12 a 18 resultantes da cromatografia degel filtração. Amostra 

produtoraParabacteroides distasonisP15, amostra reveladora: P. 15 

distasonisATCC 1295. 

  

12 

13 

14 

15 
16 

17 

18 



81 

 

 

 

 

 

 5 

 

 

Figura 13. Perfil cromatográfico de gel filtração dos pools a) 1 (frações 1 a 4) e b) 

2 (frações 17 a 20) oriundos da cromatografia de troca iônica, utilizando 10 

coluna de Superose 12 acoplada a sistema de FPLC. Sensibilidade 2,0, 

leitura 280 nm. Volume das frações 1,5 mL. Amostra produtora: 

Parabacteroides distasonis P15, amostra reveladora: P. distasonis 

ATCC 1295. 
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Figura 14. Zonas de inibição da multiplicação da amostra reveladora pelas frações 

27 a 29 resultantes da cromatografia defase reversa. Amostra 

produtoraParabacteroides distasonisP15, amostra reveladora: P. 

distasonisATCC 1295. 
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Figura 15. Perfil cromatográfico de fase reversa do pool 3 (frações 2 a 5) oriundo 

da cromatografia de gel filtração, utilizando coluna C18 acoplada a 

sistema de HPLC. Leitura a 280 nm. Amostra 10 

produtoraParabacteroides distasonisP15, amostra reveladora: P. 

distasonisATCC 1295. 
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Tabela 4. Titulação da atividade antagonista e dosagem proteica das frações 

ativas originadas das etapas de cromatografia. Amostra produtora: 

Parabacteroides distasonis P15, amostra reveladora: P. 

distasonisATCC 1295. 

 5 

Extrato Fração 
Volume 

(mL) 

Atividade 

(UA/mL) 

Concentração 

proteica 

(mg/mL) 

Proteína 

total 

(mg) 

Extrato bruto 

C50 
- 22 200 29,06 639,32 

Troca iônica 
1 a 4 12 200 10,08 120,96 

17 a 20 7 100 19,84 138,88 

Gel filtração 

pool 1 

frações 1 a 4 

2 a 5 5 200 23,42 117,1 

Gel filtração 

pool2 

frações 17 a 20 

12 a 18 1,5 100 4,08 6,12 

Fase reversa 

pool3 

frações 2 a 5 

27 a 29 0,1 nd 15,7 1,57 

nd, atividade apenas do extrato não diluído 
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Figura 16. Etapas de purificação da(s) substância(s) antagonista(s) presente(s) no 

extrato C50 da amostra Parabacteroides distasonis P15: origem das 

frações e constituição dos pools. 5 
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Figura 17. Revelação “in situ” utilizando SDS-PAGE dos pools a) 1 (frações 1 a 4 

da cromatografia de troca iônica, b) 3 (frações 2 a 5 da cromatografia 

de gel filtração) e c) 5 (frações 27 a 29 da cromatografia de fase 

reversa). Marcador de massa molecular pré-corado 10-260 

kDa(Spectra multicolor broad range protein ladder). 15 
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5.10 DETERMINAÇÃO DA MASSA MOLECULAR DA SUBSTÂNCIA 

ANTAGONISTA 

 

 

Os resultados do experimento realizado para verificação da pureza e 5 

determinação da massa molecular das substâncias ativas presentes nas frações 

27, 28 e 29 obtidas após fracionamento por cromatografia de fase reversa estão 

sumarizados na Tabela 5 e nas FIG. 18 a 20. Nas três frações,os íons de, 

aproximadamente, 7000,00 Da geraram sinal mais intenso. 

 10 

 

Tabela 5. Íons detectados nas frações 27 a 29 oriundas da cromatografia de fase 

reversa por meio de espectrometria de massas. Amostra produtora: 

Parabacteroides distasonis P15. 

 15 

Fração Íons (massa molecular - Da) 

27 7401,329 9013,329 

28 7404,951 9065,894 

29 7404,433  
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Figura 18. Espectro de massa proveniente da fração 27 oriunda da cromatografia 

de fase reversa. Intensidade relativa versus função massa sobre carga 

(m/z). Amostra produtora: Parabacteroides distasonis P15. 5 
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Figura 19. Espectro de massa proveniente da fração 28oriunda da cromatografia 

de fase reversa. Intensidade relativa versus função massa sobre carga 

(m/z). Amostra produtora: Parabacteroides distasonis P15. 5 
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Figura 20. Espectro de massa proveniente da fração 29oriunda da cromatografia 

de fase reversa. Intensidade relativa versus função massa sobre carga 

(m/z). Amostra produtora: Parabacteroides distasonis P15. 5 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

O estudo de bacteriocinas, em especial, daquelas produzidaspor bactérias 

Gram positivas, tem despertado interesse crescente nos últimos anos, 5 

principalmente devido ao seu potencial de aplicação em vários campos, como, por 

exemplo, para a preservação de alimentos. Entre elas, destacam-se as 

bacteriocinas sintetizadas por BAL, as mais estudadas e que apresentam maior 

potencial para a comercialização (COTTER et al., 2005). 

Também as bacteriocinas sintetizadas por amostras Gram negativas têm 10 

atraído a atenção dos pesquisadores. Isto não se deve, exclusivamente, à 

possibilidade de aplicação prática. O estudo destas substâncias pode fornecer 

informações importantes para a compreensão das relações interbacterianas, 

especialmente em ecossistemas complexos e dinâmicos, e da virulência dos 

organismos produtores (RILEY & WERTZ, 2002). 15 

Neste contexto, bactérias Gram negativas, membros da microbiota 

indígena de seres humanos e outros animais e agentes de doenças infecciosas 

que acometem, principalmente, o homem, têm sido alvo de investigações 

conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa (FARIAS et al., 1992, FARIAS et 

al.,1994; APOLÔNIO et al., 2007; APOLÔNIO et al., 2008; LIMA et al., 2002; LIMA 20 

et al., 2008; RIBEIRO-RIBAS et al., 2008, SOUSA et al., 2010), incluindo a 

descrição de novas substâncias antagonistas. Deve-se destacar, entretanto, que 

bacteriocinas produzidas por bactérias anaeróbias obrigatórias, como Bacteroides 

e Parabacteroides, são, ainda, pouco estudadas. 

BOOTH et al.(1977) e FARIAS et al.(1992) estudaram a produção de 25 

substâncias antagonistas por várias espécies de Bacteroides e Parabacteroides e 

foram os primeiros a observar a expressão deste fenômeno por amostras de P. 

distasonis(na época Bacteroides distasonis) isoladas da cavidade oral e intestino 

de seres humanos. Neste trabalho, realizamos um estudo aprofundado e 

específico da expressão de heteroantagonismo, isoantagonismo e 30 

autoantagonismo por amostras de P. distasonis isoladasde espécimes fecais de 

frangos de corte. 
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As amostras testadas exibiram alta frequência de isoantagonismo (50%), 

também demonstrada por Fariaset al. (1992), que observou o fenômeno em 52% 

das amostras de Bacteroidese Parabacteroides isoladas de fezes de primatas não 

humanos do gênero Callithrix. De fato, tem sido demonstrado que a maioria das 

bactérias produz bacteriocinas e que a frequência de produção pode variar em 5 

função do hospedeiro colonizado pela bactéria (GORDON & O’BRIEN, 2006), 

bem como de sua dieta (BARNES et al., 2007) e idade (GORDON et al., 1998), e 

do tipo de bacteriocina produzida (GORDON & O’BRIEN, 2006). Em ambientes 

microbianos complexos e densamente colonizados, como o intestino de 

animais,frequências elevadas de bactérias produtoras de bacteriocinas podem ser 10 

observadas. Como exemplo, amostras de E. coli que expressam colicinas podem 

alcançar percentuais de 10 a 80% das amostras da bactéria no trato intestinal de 

seres humanos e outros animais (GORDON & O’BRIEN, 2006). 

Em relação à frequência de suscetibilidade, 97,4% das amostras utilizadas 

como reveladoras, dentre elas as amostras de P. distasonis também empregadas 15 

como amostras teste e as amostras de Bacteroides foram susceptíveis à atividade 

antagonista expressa por pelo menos uma amostra. Resultado semelhante foi 

relatado por Papastathopoulouet al. (1997), que observou que 94% das amostras 

de B. fragilis eram suscetíveis a, pelo menos, uma bacteriocina. Adicionalmente, 

as amostras que produziram bacteriocinas também demonstraram suscetibilidade, 20 

o que pode sugerir a produção de mais um tipo de bacteriocina pela espécie nas 

condições do estudo. 

Investigações recentes demonstram queParabacteroides, juntamente com 

Bacteroides,são gêneros predominantes no trato intestinal de animais, como 

mamíferos e aves (OLSEN et al., 2008). A alta densidade populacional 25 

observada, por exemplo, no trato intestinal de aves, pode influenciar de maneira 

relevante as interações entre organismos, da mesma espécie ou de espécies 

diferentes, favorecendo relações microbianas tanto cooperativas como 

antagonistas (GILLOR et al., 2009).A síntese de substâncias antimicrobianas, 

como bacteriocinas, pode conferir vantagem competitiva aos organismos 30 

produtores sobre as amostras suscetíveis presentes no mesmo ambiente, 

permitindo o estabelecimento e a prevalência elevada dos mesmos. Este 
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fenômeno influencia as populações microbianas, podendo, assim, estar 

relacionado com o equilíbrio da microbiota indígena e com a saúde do hospedeiro 

(O’SHEA et al., 2011). 

Bacteriocinas sintetizadas por bactérias Gram negativas apresentam 

espectro de ação mais restrito quando comparadas com aquelas sintetizadas por 5 

bactérias Gram positivas, inibindo, geralmente, amostras da mesma espécie ou 

de espécies filogeneticamente relacionadas (NISHIE et al., 2012). O presente 

estudo demonstrou que amostras de P. distasonis foram capazes de inibir 

bactérias da mesma espécie e de espécies filogeneticamente relacionadas, como 

Bacteroides, Prevotella e Porphyromonas. Adicionalmente, também foi observada 10 

atividade contra bactérias mais afastadas do ponto de vista taxonômico, como 

Fusobacterium necrophorum e Aggregatibacter actinomycetemcomitans. 

Beeren et al. (1965), Booth et al.(1977), Mossie et al. (1979) e Hayes et al. 

(1983) reportaram a detecção de bacteriocinas produzidas por amostras de B. 

fragilis com estreito espectro de ação. Em contrapartida, semelhantemente ao 15 

observado neste estudo, Farias et al. (1992) relatou atividade antagonista 

expressa por Bacteroides e Parabacteroides contra amostras não relacionadas, 

inclusive Gram positivas, como Streptococcus sanguis e Streptococcus pyogenes. 

Assim, nossos resultados corroboram dados de Farias et al. (1992), indicando que 

bacteriocinas podem contribuir para a virulência de amostras de P. distasonis 20 

presentes no trato intestinal de frangos na competição intra e interespecífica. 

Duas amostras exibiram atividade contra outras do mesmo clone, 

fenômeno denominado autoantagonismo. Embora este fenômeno seja mais 

frequentemente descrito para bactérias Gram positivas (JACK et al., 1995), sua 

expressão também já foi observada para alguns microrganismos Gram negativos 25 

(FARIAS et al., 1994; MIRANDA et al., 1993; LIMA et al., 2002, APOLONIO et al., 

2007). O autoantagonismo pode ser explicado pelo desbalanço na concentração 

de proteínas que conferem imunidade à célula produtora (LEVISOHN et al., 

1967). Por exemplo, os genes que codificam a síntese de colicina e sua liberação 

compartilham o mesmo promotor, enquanto que o gene que codifica a proteína de 30 

imunidade é induzido por um promotor constitutivo que mantém um nível basal da 

mesma. Se houver algum problema na transcrição basal do gene, a célula torna-
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se suscetível à bacteriocina que ela apresenta habilidade de produzir(CASCALES 

et al., 2007). 

Entre as amostras de P. distasonis que expressaram atividade antagonista, 

P15 foi selecionada para os passos subsequentes do estudo, que incluíram 

extração, caracterização e purificação da substância antagonista produzida. A 5 

escolha baseou-se no fato de que P15 expressou atividade antagonista contra um 

número maior de bactérias da mesma espécie, bem como espectro de ação mais 

amplo e halos de inibição da multiplicação das amostras reveladoras mais 

límpidos e visíveis. 

P15 demonstrou, ainda, atividade antagonista contra amostras clínicas de 10 

Bacteroides e Parabacteroides. Praticamente todas as amostras das bactérias 

isoladas de pacientes com infecção intra-abdominal demonstraram suscetibilidade 

a P15, o que reforça o potencial de aplicação prática da substância. No que se 

refere a Campylobactere Salmonella, importantes patógenos que podem colonizar 

o trato intestinal de aves,não se observou antagonismo. 15 

Entre as bactérias utilizadas como reveladoras, a amostra de referência P. 

distasonis ATCC 1295 destacou-se pela maior suscetibilidade e pelos halos de 

inibição mais nítidos. Por esta razão, foi empregada como reveladora nos passos 

subsequentes do estudo. Amostras da mesma espécie (B. fragilis)também já 

foram empregadas como produtora e reveladora em investigação conduzida por 20 

Avelar et al. (1999). 

Existe uma variedade de substâncias antagonistas produzidas por 

bactérias, dentre elas substâncias antimicrobianas não especificas, como ácidos, 

e peróxido de hidrogênio, e substâncias antimicrobianas específicas, como 

bacteriocinas. Bacteriófagos também podem atuar como agentes antibacterianos 25 

(GILLOR et al., 2008a). A pesquisa destas substâncias foi realizada para 

possibilitar a análise adequada dos resultados. Os resultados demonstraram que 

a inibição observada não se devia à produção de ácidos graxos, uma vez que a 

adição de amido, que formaria complexos com os mesmos, inibindo a expressão 

de sua atividade, não alterou a expressão da atividade. O peróxido de hidrogênio 30 

também não foi responsável pela inibição, pois a adição de catalase, que 

decompõe a substância, não interferiu no resultado do experimento. A técnica 
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preconizada pela literatura (BOOTH et al., 1977; TURNER & JORDAN, 1981; 

FARIAS et al., 1992; APOLÔNIO et al., 2007) para exclusão da ação de 

bacteriófagos na atividade antagonista, permitiu demonstrar a ausência de 

entidades líticas virais na zona de inibição, indicando que a inibição não foi devida 

a presença de fagos. Além destes fatores,a interferência de clorofórmio residual, 5 

possivelmente presente em decorrência do uso da substância na pesquisa de 

expressão de atividade antagonista, que também poderia ser responsável pela 

inibição da amostra reveladora, foi excluída. Em conjunto, os dados sugerem a 

produção de uma substância antibacteriana de natureza proteica. 

Motivados pela ausência de relatos na literatura referentes à purificação de 10 

substâncias tipo bacteriocina sintetizadas por P. distasonis, realizou-se extração 

proteica pelo método de precipitação por meio do emprego de concentrações 

crescentes de sulfato de amônio (30, 50 e 80%). Foram obtidas três frações 

ativas, duas intracelulares, C30 e C50, e uma extracelular, S50. Embora S50 

tenha apresentado o maior título de atividade antagonista, a fração não foi 15 

selecionada para as demais etapas da investigação pelo fato de ser pouco 

estável. De fato, a atividade de S50 foi perdida após uma semana de 

armazenamento em freezer -80 °C. É possível que a presença de enzimas 

proteolíticas nas frações extracelulares, capazes de clivar a substância 

antagonista, explique esta instabilidade. 20 

Em decorrência do exposto, optou-se por utilizar a fração C50 nas etapas 

posteriores da investigação. Extratos intracelulares já foram utilizados com 

sucesso por outros autores (MIRANDA et al., 1993; FARIAS et al., 1994; 

APOLÔNIO et al., 2007; RIBEIRO-RIBAS et al., 2009). 

Para a viabilização das diversas etapas envolvidas na caracterização e 25 

purificação de bacteriocinas, é fundamental o alto rendimento na obtenção da 

substância. Assim, a otimização das condições de cultivo da amostra produtora, 

que podem interferir no rendimento da produção de bacteriocinas, é um passo 

essencial do processo (DE VUYST& LEROY, 2007). A amostra deP. distasonis 

P15 foi cultivada sob diferentes condições de incubação, sendo submetida a 30 

estresse oxidativo pela exposição a oxigênico molecular e peróxido de hidrogênio, 
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co-cultivada com a amostra suscetível e incubada por diferentes períodos de 

incubação. 

No que se refere ao tempo de incubação, a ausência de expressão de 

antagonismo pela amostra cultivada por 24 h e a atividade observada para a 

cultura incubada por 48 h sugere que a produção da substância antagonista 5 

ocorre, principalmente, em uma fase mais tardia da curva de crescimento de P. 

distasonis P15. 

Em relação ao efeito do estresse oxidativo provocado por O2, observou-se 

o aumento do título de atividade antagonista, o que corrobora o conceito de que a 

produção de bacteriocinas por bactérias Gram negativas é estimulada por 10 

condições de estresse. Os genes que codificam a síntese de colicinas, por 

exemplo, são regulados pelo sistema SOS regulon, que desempenha um papel 

fundamental na resposta a estresse em procariotos. Assim, quando a amostra é 

submetida a um estresse, ocorre indução, que leva ao aumento dos níveis de 

expressão da bacteriocina (GILLOR et al., 2008b). 15 

O extrato C50 foi submetido a diferentes tratamentos para sua 

caracterização. No que se refere à avaliação de termotolerância, observou-se 

perda da atividade antibacteriana pela exposição à temperatura de70°C por 20 

min e 50 °C por 4 h. Resultados similares foram encontrados por Avelar et 

al.(1999), que caracterizaram uma bacteriocina produzida por B. fragilis, que 20 

perdeu completamente a atividade na temperatura de 100 °C e manteve-se ativa 

por 20 min a 60 °C. Fariaset al. (1994) também caracterizaram uma bacteriocina 

de B. fragilisque perdeu sua atividade quando o extrato foi submetido a 

tratamento com temperaturas acima de 60 °C. 

A atividade antagonista de C50 foi preservada em temperaturas mais 25 

baixas, como -20°C e -86°C, por até 12 meses, último período em que o teste foi 

realizado. A 37°C, sua atividade foi mantida por 30 dias, período bastante superior 

ao obervado para bacteriocinas de B. fragilis (MOSSIE et al., 1979; HAYES et al., 

1983). Esta estabilidade pode ser útil para a amostra produtora em termos 

biológicos, podendo conferir persistência da substância no ambiente, inclusive no 30 

inestino de aves, que apresenta temperatura próxima a 37 °C. 
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Os ensaios realizados para detecção de interferência do pH na atividade 

antagonista de C50 apontaram uma faixa extensa na qual ela foi preservada, 

abrangendo valores ligeiramente ácidos, neutro e básicos. Este resultado 

corrobora estudos realizados anteriormente envolvendo bacteriocinas produzidas 

por amostras de Bacteroides que também apresentaram estabilidade a uma 5 

ampla gama de pH e foram inativadas quando expostas a valores de pH 

superiores a 10 (MOSSIE et al., 1979; HAYES et al., 1983; FARIAS et al., 1992; 

MIRANDA et al., 1993, AVELAR et al., 1999). Entretanto, no que se refere à 

manutenção da atividade da substância antagonista detectada nesta investigação 

após um período razoável de tempo (seis dias) em pH ácido, nenhum resultado 10 

semelhante foi relatado para bacteriocinas sintetizadas porBacteroides, que 

permanecem ativas por períodos mais curtos. A inativação da substância 

antibacteriana após 30 dias de exposição a valores de pH de 5 a 10 pode ser 

explicada pelos resultados relativos à termoestabilidade. Após este período, a 

substância é inativada pela temperatura. Assim, é possível que a substância 15 

antagonista seja, na verdade, ainda mais estável aos diferentes valores de pH. 

A atividade antimicrobiana do extrato C50 foi diminuída pela ação de 

pepsina e proteinaseK e inativada por papaína, tripsina e α-quimotripsina. A 

sensibilidade da substância antimicrobiana a proteases sugere sua natureza 

proteica, portanto, sua possível identificação como bacteriocina. Segundo 20 

MINAMIKAWA et al. (2005), as bacteriocinas são inativadas por, pelo menos, uma 

enzima proteolítica. 

Os testes realizados com solventes orgânicos mostraram que nenhum 

deles foi capaz de influenciar negativamente a atividade antibacteriana do extrato 

proteico, indicando que não há grupamentos lipídicos associados essenciais para 25 

a expressão de atividade antibacteriana. 

Os agentes antibacterianos podem agir de forma bactericida ou 

bacteriostática. Agentes bacteriostáticos inibem a multiplicação de células 

bacterianas, mas não as matam, enquanto os bactericidas o fazem. Em geral, 

agentes que rompem a parede ou a membrana celular ou interferem em enzimas 30 

bacterianas essenciais, são bactericidas, ao passo que agentes que inibem a 

função ribossomal e a síntese de proteínas costumam ser bacteriostáticos. Muitos 
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estudos avaliam o modo de ação de bacteriocinas pela pesquisa da CIM e da 

CBM, pois, a comparação entre estes valores permite determinar se a substância 

antimicrobiana possui atividade bactericida ou bacteriostática (FRENCH, 2006). 

A CBM do extrato intracelular C50 contra P. distasonis ATCC 1295foi 25 

vezes superior ao valor da CIM. De acordo com a literatura, um agente é 5 

reconhecido como bactericida, habitualmente, se o valor da CBM não é superior a 

quatro vezes o valor da CIM (FRENCH, 2006).Portanto, estes resultados apontam 

para uma atividade bacteriostática de C50 contra a amostra reveladora utilizada. 

Este dado é semelhante ao descrito por MOSSIE et al. (1979), que descrevem 

uma bacteriocina produzida por B. fragilis com atividade de RNase, inibindo a 10 

síntese proteica, portanto, com modo de ação bacteriostático. 

É importante ressaltar que todos os resultados obtidos em nossos estudos 

e discutidos até o momento, referem-se ao extrato intracelular bruto de P. 

distasonisP15 precipitado à concentração de 50% de sulfato de amônio. Tal 

extrato contém diversas substâncias, podendo, portanto, sua atividade 15 

antibacteriana ser devida a uma única ou a várias delas. Assim, após purificação 

da substância antimicrobiana em estudo, deve-se refazer toda a caracterização 

descrita até aqui. É possível que alguns resultados relativos à estabilidade da 

substância frente a condições diversas e seu modo de ação sejam divergentes 

dos dados aqui relatados. 20 

Não existem protocolos específicos e já determinados que possam ser 

aplicados indiscriminadamente para purificação de bacteriocinas. O procedimento 

é, geralmente, realizado na forma “tentativa e erro”, até que os passos a serem 

seguidos para a obtenção do peptídeo puro sejam otimizados. O processo para a 

obtenção de uma bacteriocina altamente pura é bastante complexo e, geralmente, 25 

envolve várias etapas, desde a extração até o uso de diferentes cromatografias 

para o desenvolvimento de um protocolo que atinja os objetivos finais, seja para 

permitir a realização de estudos futuros seja para aplicação da bacteriocina na 

indústria. 

Para a purificação da substância antagonista presente no extrato 30 

proteico,foram realizadas, neste trabalho, etapas sucessivas de cromatografia. 

Primeiramente, empregou-se cromatografia de troca iônica em coluna MONO-Q 
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HR 5/5, que possui trocadores aniônicos e apresenta como grupo carregado -

CH2-N+(CH3). As frações que apresentaram atividade antagonistaforam 

detectadas em dois picos distintos do cromatograma, sugerindo a existência de 

duas moléculas com características iônicas diferentes. As frações 1 a 4, 

observadas em um dos picos, foram eluídas antes do início do gradiente realizado 5 

com NaCl 1 M, o que indica que a substância ativapresente na fração não foi 

capaz de interagir com o grupo carregado positivamente da coluna, sugerindo a 

natureza catiônica ou neutra da mesma. Já as demais frações, 17 a 20, 

detectadas no segundo pico, ligaram-se à coluna e foram eluídas em, 

aproximadamente, 20-25% de NaCl, indicando natureza aniônica. 10 

Subsequente à cromatografia de troca iônica, as frações ativas foram 

submetidas a cromatografia por filtração. Para isto, as mesmas foram combinadas 

em pools, pool 1, que incluiu as frações catiônicas ou neutras e pool 2, 

constituídos pelas frações de natureza aniônica. A coluna utilizada foi a Superose 

12 HR 10/30, formada por uma matriz de agarose, com faixa de separação ótima 15 

variando de 1000Da a 300000Da. As frações ativas do pool 1 (2 a 5) localizaram-

se em um pico no início do cromatograma, indicando partículas com massas 

moleculares maiores. Já o pool 2 originou frações (12 a 18) com atividade em 

tempos de retenção intermediários, indicando massa molecular intermediária. 

Algumas bacteriocinas podem permanecer como agregados com massa 20 

molecular elevada, em torno de 30 a 300 kDa. Estes agregados acabam 

induzindo a determinação errada da massa molecular durante a cromatografia por 

filtração. Isto geralmente acontece com bacteriocinas apolares e de baixa massa 

molecular, que interagem com material extracelular de células lisadas, no 

processo de extração, como debris da parede celular e micelas de ácidos 25 

lipoteicoicos, e com outros compostos apolares do meio de cultura (CINTAS et al., 

2001). 

Na última etapa de purificação, empregou-se a cromatografia líquida de 

fase reversa (HPLC). As frações ativas 2 a 5 e 12 a 18 foram misturadas para 

constituição dos pools 3 e 4, respectivamente. O material foi aplicado na coluna 30 

C18 Shim-pack CLC-ODS, que apresenta, em sua fase estacionária, o grupo de 

natureza apolar octadecil.Apenas o pool3gerou frações com atividade 
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antimicrobiana. O fato do pool 4 não ter gerado frações ativas após HPLC pode 

ser explicado pelo fato das frações constituintes do mesmo terem exibido uma 

menor atividade e menor concentração proteica já na avaliação realizada após 

cromatografia de filtração. Assim, quando aplicado na RP-HPLC, possivelmente, a 

substância antagonista estava presente em baixa concentração, insuficiente para 5 

ser detectada pelo teste realizado. As frações ativas originadas do pool 3 (27 a 

29) foram eluídas em, aproximadamente, 60-65% de acetonitrila, o que sugere 

que o componente das frações ativas possui caráter hidrofóbico. 

Possivelmente, a amostra P. distasonis P15 produz mais de um tipo de 

substância antagonista, pois dois perfis diferentes foram detectados na 10 

cromatografia de troca iônica. Foi realizada a tentativa do estudo das diferentes 

substâncias, mas, como mencionado acima, a substância com caráter aniônico, 

não foi detectada na HPLC, possivelmente, em decorrência do menor rendimento 

do processo de purificação da mesma. Assim, apenas a substância com caráter 

catiônico ou neutro e hidrofóbico foi detectada até a última etapa de purificação. 15 

O experimento de revelação in situ realizado após SDS-PAGE 

demonstroua presença de uma zona de inibição da amostra reveladora em região 

correspondente a uma massa molecular comum para as frações ativas obtidas 

após todas as etapas de purificação por cromatografia. A banda ativa tinha massa 

molecularinferior a 10 kDa. 20 

As frações 27 e 28 originadas da cromatografia de fase reversa, quando 

submetidas ao analisador de massas (MALDI-TOF), usando a matriz ácido 

sinapínico, apresentaram dois íons, de aproximadamente 7000 Da (maior 

intensidade) e 9000 Da (menor intensidade). Já a fração 29 apresentou apenas 

um íon de cerca de 7000 Da. A massa molecular da molécula de maior 25 

intensidade é compatível com aquela da banda ativa revelada após SDS-PAGE, 

sugerindo a detecção de uma bacteriocina de cerca de 7000 Da. Relatos 

referentes a Bacteroides apontam a síntese de substâncias antagonistas com 

massas moleculares muito diversas, como 5 kDa (HAYES et al., 1983), 16 kDa 

(MOSSIE et al., 1979) e 300 kDa (BOOTH et al., 1977) e, mesmo, bacteriocinas 30 

constituídas por duas proteínas com massas diferentes, de 150 e 36 kDa 

(FARIAS et al., 1994). 
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Após cada etapa de purificação, a concentração de proteína e a atividade 

antagonista foram quantificadas. No final do processo, obteve-se uma 

recuperação de 0,245% da substância ativa. Isto demonstra o rendimento baixo 

do protocolo empregado, apenas o suficiente para permitir a análise por 

espectrometria de massas. A quantidade de material obtido não permitiu o 5 

sequenciamento da porção N-terminal da possível bacteriocina purificada. 

Sendo assim, os dados demonstram a necessidade de prosseguimento dos 

ensaios. É fundamental a otimização do protocolo de purificação, para permitir 

maior rendimento na recuperação da substância ativa, para que a mesma possa 

ser mais bem caracterizada e, inclusive, sequenciada.Considerando-se a provável 10 

influência da bacteriocina nas relações ecológicas de P. distasonis no trato 

intestinal de aves e seu potencial de aplicação na inibição de amostras 

associadas à etiopatogenia de infecções intra-abdominais, estudos futuros são 

desejáveis. 

  15 
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7 SÍNTESE DOS RESULTADOS E CONCLUSÕES 

 

 

 

• P. distasonis produz substância antibacteriana com atividade 5 

autoantagonista, isoantagonista e heteroantagonista e espectro de ação 

relativamente amplo, incluindo bactérias Gram negativas, inclusive 

filogeneticamente não relacionadas. 

• A exclusão de fatores que poderiam interferir na interpretação dos 

resultados dos testes fenotípicos reforça a hipótese de que o antagonismo 10 

expresso por P. distasonis pode ser atribuído à síntese de substância(s) de 

natureza proteica, possivelmente bacteriocina(s). 

• As diferenças observadas no perfil de suscetibilidade das amostras 

reveladoras sugerem que as amostras de P. distasonis expressam mais de 

um tipo de substância antagonista. 15 

• A amostra de P. distasonis P15 selecionada para o estudo exibiu atividade 

antagonista contra amostras clínicas de Bacteroides e P. distasonis, 

sugerindo um potencial de aplicação prática da substância. 

• O extrato intracelular de P. distasonis P15 precipitado com sulfato de 

amônio à saturação de 50% (C50) contém substância(s) antagonista(s) 20 

ativa(s) contra P. distasonis ATCC 1295, cuja produção é estimulada por 

estresse oxidativo. 

• C50 apresentou baixa estabilidade quando submetido a tratamentos 

térmicos, manteve-se ativo frente a diferentes valores de pH e diversos 

solventes orgânicos e sua natureza proteica foi confirmada pela inativação 25 

por proteases. 

• Os valores de CIM e CBM de C50 demonstram que o extrato exerce ação 

bacteriostática contra P. distasonis ATCC 1295. 
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• Os resultados obtidos durante a etapa de purificação de C50 sugerem a 

presença de mais de uma substância antagonista. A substância estudada 

apresenta caráter catiônico ou neutro e hidrofóbico. 

• Os dados obtidos por meio de SDS-PAGE e espectrometria de massas 

indicam que a substância antagonista purificada apresenta massa 5 

molecular de cerca de 7 kDa, sendo, portanto, um peptídeo. 

• Para que seja possível a aplicação prática da substância antagonista 

detectada é fundamental a otimização do protocolo de purificação, visto 

que o método empregado apresentou rendimento baixo. 

  10 
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