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ESTRATEGIAS DE PURIFICACAO E CARACTERIZAGCAO DE
BACTERIOCINAS PRODUZIDAS POR Enterococcus mundtii 115

Autor: Kelly Flores Priotto
Orientador: Gertrudes Corcéao
Co-orientador: Julio Xandro Heck

RESUMO

Os enterococos sao capazes de produzir muitos metabdlitos com
atividade antimicrobiana, como as bacteriocinas, que sdo peptideos que podem
inibir ou eliminar o crescimento de uma variedade de bactérias patogénicas e
deteriorantes de alimentos. Para uma melhor caracterizagado das bacteriocinas
€ muito importante a purificagdo desses peptideos. Os processos de
purificacdo sdo complexos e de baixo rendimento, por isso € de extrema
importancia desenvolver estratégias que tornem possivel a realizagdo destes.
Em um trabalho anterior, a cepa E. mundtii 115, isolada de amostras de fezes
de humanos, foi caracterizada como produtora de bacteriocinas. No atual
trabalho, foram produzidos dois sobrenadantes livres de células, em datas
diferentes, a partir do cultivo da cepa. As bacteriocinas dos sobrenadantes
foram concentradas com cloroféormio e estes concentrados foram
cromatografados em resinas sephadex G-15, SP-sepharose e DEAE-
sepharose, separadamente, com o intuito de verificar o desempenho de cada
uma. As bacteriocinas dos concentrados e eluidas das resinas foram
termoestaveis, perdendo grande parte da atividade apenas quando aquecidas
a 121° C. Todas mantiveram melhor a atividade quando incubadas em valores
de pHs acidos. Através do gel SDS-PAGE verificou-se que as bacteriocinas
possuem, aproximadamente, 3 kD e verificou-se que as fragdes eluidas das
resinas SP-sepharose e sephadex G-15 apresentaram maior e menor grau de
purificacao, respectivamente. As bacteriocinas foram inativadas por proteases
e resistentes a lisozima. Nao foi possivel a purificacdo total das bacteriocinas,
mas 0s r1esultados permitiram comparar as diferencas de desempenho entre as
resinas.

' Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente,
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil (84 p.), Junho, 2009.
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PURIFICATION STRATEGIES AND CHARACTERIZATION OF
BACTERIOCINS PRODUCED BY Enterococcus mundtii 115

Author: Kelly Flores Priotto
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Co-advisor: Julio Xandro Heck

ABSTRACT

The enterococci are capable to produce many metabolites with
antimicrobial activity, such as bacteriocins, which are peptides that can inhibit or
eliminate the growth of a variety food-borne pathogens. For a better
characterization of bacteriocins is very important to purify these peptides.
Purification procedures are complexes and low-yield, so it is extremely
important to develop strategies that make possible the achievement of these. In
a previous work, the strain E. mundtii 115, isolated from the humans faecal
samples, was characterized as bacteriocins producer. In the current study, two
cell-free supernatants were produced on different dates, from a culture of the
strain. The bacteriocins from supernatants were concentrated with chloroform
and these were applied to resins Sephadex G-15, SP-Sepharose and DEAE-
Sepharose, separately, in order to verify the performance of each one. The
bacteriocins of concentrates and fractions eluted from resins were heat stable,
but keep only part of the activity when heated to 121° C. All fractions had the
best activity in acidic pH. By SDS-PAGE it was found that bacteriocins have
approximately 3 kD and the fractions eluted from SP-Sepharose and Sephadex
G-15 showed higher and lower degree of purification, respectively. The
bacteriocins were inactivated by proteases and resistant to lysozyme. It was
unable to purificate the bacteriocins completely, but was possible to compare
the differences between the resins. ?

2 Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brazil (84 p.), June, 2009.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS. ...ttt e e e e e e e amnee e e e iX
LISTADE FIGURAS. ...ttt et e e et e e e nee e e e nnae e e e nnaeeeen X
LISTA DE ABREVIATURAS Xi
T INTRODUGAO. ...ttt ee ettt eteeae e ete e e eeeerenees 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.........oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 3
2.1 Bactérias produtoras de acido Iactico (BAL).........cccoeceimrimiiiiiiiiiieeeeeeeeen 3
2.1.1 GENErO ENtErOCOCCUS SP. .ceeuueeeiiiiiiieieeieeeeeeeeeaaaaaaaaaaeseeeeasassnnnsaeeaeeneees 4

2.2 Bacteriocinas produzidas por BAL........ccoooei oo 6

2.2 ENEIrOCINGS. ...ceiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt e e e e 12

2.3 Purificagao de proteinas............eeuvviieiiieeee e 16

2.3.1 Purificagdo de enteroCinas...........ooeuvviieiiiiiiiiiieie e 18

2.3.2 Cromatografia por gel filtragao0..........cccccuveiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 19

2.3.3 Cromatografia por troca iOniCa...........cccueeiiiiiiiiiiiiiieeeee e 20

3 MATERIAL E METODOS.........coiieieeeeteeeeeeeee et en e en e, 22

3.1 MicrorganiSmo ProdutOr..........cooiiiiiie e 22

3.2 Obtencéao do sobrenadante livre de células ...............coooevvriiiiiiiciicieennn. 22

3.2.1 Preparagao do pré-iNnOCUI0...........cceeeeuimiuiiiiiiie e eee e e 22

3.2.2 Obtencgao do sobrenadante.............cccoovveeeiiiiiiiicccceee. 22

3.3 Concentracido das bacteriocinas..............ceeeeiiiiiiiiiiiiiicceeee e, 23

3.4 Purificagao parcial das bacteriocinas............cccoeeooiiiiiiiiiiiiiiiee e 24

vi



3.4.1 Escolha da resina de troca iONiCa........cuoveeeeeeeeeeee e 24

3.4.2 Estratégias de purificacdo das bacteriocinas................ccceeennneenn. 25
3.4.2.1 Cromatografia liquida em resina de gel filtracéo............. 25
o 3.4.2.2 Cromatografia liquida em batelada em resina de troca 26
(071 1[0} o] (o7 TR PP
o 3.4.2.3 Cromatografia liquida em batelada em resina de troca 26
=T a1 1o) 1 o= TR PRSPPI
3.5 Quantificagdo da concentragao de proteinas.............cccceeeeeeeiccviiinnnnne. 29
3.6 Analise quantitativa da atividade antimicrobiana.....................cccceeeeeil 29
3.7 Caracterizagao das bacterioCinas...........ccceeeeeiieiciiicieeeeeee e 30
3.7.1 Estabilidade ao tratamento térmico da fragao purificada............ 30
3.7.2 Estabilidade a variagado do pH.........coiiiiiiiiiii 31
3.7.3 Susceptibilidade a enzimas proteoliticas............ccccceeeeevviveeinnnnns 31
3.7.4 Manutencg&o do espectro antimicrobiano..............ccceeeiiiieeiiinnes 32

3.8 Concentragao das fragdes eluidas das resinas de troca ibnica e de gel 32
FIEAGAOD. ... e —————————

3.9 Determinagao do peso molecular e grau de purificagao ..........cccceeeeeeenn.. 33

4 RESULTADOS ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e eneeeeeaenteeeeennes 34
4.1 Concentragao das bacteriocinas..........cccceevveieiiiiiiiiecee e 34

4.2 Estratégias de purificagado das bacteriocina.............ccccoooeiieiiiiiiccicceeenn. 35
4.2.1 ESCOING 08 reSINA....ccciiiiiiiiii ettt 35

4.2.2 Cromatografia liquida em resina de gel filtragao......................... 35

4.2.3 Cromatografia liquida em batelada em resina de troca 37
catidnica e resina de troca anidnICa.............uuuiuiuuiiiiiie e

vii



4.2.4 Etapas de purificagdo das cromatografias..........ccccceeveeeeieeennn.e. 38

4.3 Caracterizagao das bacterioCinas................oooeviviiiiiiiiiii e, 39

y 4.3.1 Estabilidgde_ dos concentrados e das fragdes parcialmente 39
purificadas ao tratamento tErmicCO............coooiiiiiiiiiccee e

3 4.3.2. E§tabilidade dos concentrados e das fragdes parcialmente 41
purificadas a variagao de PH..........oooiriiiiii e

4.3.4 Manutencgao do espectro antimicrobiano...............cccccceeeeeeeeennnnn. 43

4.3.5 Susceptibilidade a enzimas proteoliticas.........ccccccvvvvevevieeenennn.n. 44

4.4 Determinacao do peso molecular e grau de purificagao...............ccceeeee. 44

BDISCUSSAD. ...ttt n e e 47

B CONCLUSAO. ...ttt ettt te e te e e eneas 58

7 CONSIDERAGOES FINAIS......oeoeoeeeeeeeeeeee et 60

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cooivieeeeeceee e, 61

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Resultado da atividade antimicrobiana dos eluidos das resinas
de troca idnica no teste de eSColNa.........ooviieiieie e, 35

Tabela 2: Resultado da atividade antimicrobiana (UA/mL) das fragdes
eluidas da resina SP-sepharose com diferentes concentragdes de
molaridade de NaCl...............cooiiiiiiii e 37

Tabela 3: Resultado da atividade antimicrobiana (UA/mL) das fragées
eluidas da resina DEAE-sepharose com diferentes concentracbes de
molaridade de NaCIH.............oooiiiiiii e 38

Tabela 4: Etapas de purificagao das bacteriocinas produzidas por E.
mundtii 115, a partir do sobrenadante A..........c.ccoooe i 39

Tabela 5: Etapas de purificagao das bacteriocinas produzidas por E.
mundtii 115, a partir do sobrenadante B..............ccooooiiiiiiiiiiie 39

Tabela 6: Resultado da atividade residual (%) obtidas apds o tratamento
enzimatico do concentrado e das fragdes parcialmente purificadas........... 44

X



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estratégia para purificacdo das bacteriocinas produzidas por
Enterococcus mundtii 115........u.i it

Figura 2: Concentrado A com atividade antimicrobiana de 12800 UA/mL .
A (ndo diluida), B até L (diluicdes duplas 1:2 até 1:1024)...........ccccvvvveereeeeen.

Figura 3: Perfil de eluigcdo das fracbes coletadas da cromatografia em gel
117> o= T TSP

Figura 4: Resultado da estabilidade da atividade antimicrobiana do
concentrado de bacteriocinas e das fragbes parcialmente purificadas sob
diferentes temperaturas, de acordo com a atividade residual (%)..................

Figura 5: Resultado da estabilidade da atividade antimicrobiana do
concentrado de bacteriocinas e das parcialmente sob diferentes
temperaturas, de acordo com o tamanho do halo (mm)............cccccviiiiiienneee.

Figura 6: Resultado da estabilidade da atividade antimicrobiana dos
concentrados de bacteriocinas e das fragdes eluidas coletadas das resinas
de troca ibnica e de gel filtracao sob diferentes valores de pH, de acordo
com a atividade residual (%0).......cooeeiiiiiiii

Figura 7: Resultado da estabilidade da atividade antimicrobiana dos
concentrados de bacteriocinas e das fragdes eluidas coletadas das resinas
de troca ibnica e de gel filtracao sob diferentes valores de pH, de acordo
com o tamanho do halo (MM).......cco e

Figura 8. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE corado com Coomassie blue e
gel de atiVIdade. ......cooiiiii e

28

34

36

40

41

42

43



LISTA DE ABREVIATURAS

° C: graus Celsius

ML: microlitros

ATCC: American Type Culture Collection
ATP: adenosina trifosfatada

BAL: bactérias acido laticas

BHI: infusdo de cérebro e coracao

CO,: dioxido de carbono

Da: daltons

DMIC: Departamente de Microbiologia
DNA: acido desoxirribonucléico

FDA: Food and Drug Administration
FAO: Food and Agriculture Organization
g: unidade de medida da forga centrifuga relativa
GRAS: generally regarded as safe

kD: kilodalton

mL: mililitro

M: molar

MRS: Man Rogosa and Sharpe

mg: miligramas

mm: milimetros

NaCl: cloreto de sodio

NaOH: hidroxido de sédio

nm: nandmetros

PBS: solugéao tampao fosfato salina

pH: potencial de hidrogénio

pl: ponto isoelétrico

Psi: libra por polegada quadrada

rRNA: acido ribonucléico ribossomal

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

TRIS: hidroximetilaminometano

TSA: agar triptona de soja

TSB: caldo triptona de soja

UA: unidades arbitrarias

UFRGS: Universidade Federal do rio Grande do Sul

X1



1 INTRODUGAO

As bactérias do género Enterococcus sp. sdo Gram positivas,
anaerdbias facultativas e podem ser encontradas no meio ambiente, em
alimentos e no trato gastrintestinal de animais e humanos. Este género inclui
mais de 20 espécies, sendo E. faecium e E. faecalis as duas espécies mais
comumente encontradas.

Os enterococos tém grande importancia ambiental, clinica e na
industria alimenticia. Nesta ultima podem ser utilizados, principalmente, como
culturas iniciadoras e biopreservantes. Sao bactérias produtoras de acido latico
(BAL), desempenham varias atividades metabdlicas uteis, como a lipolise e
esterdlise, utilizam citrato e algumas cepas sintetizam bacteriocinas, que séo
denominadas enterocinas.

As bacteriocinas sédo peptideos que inibem o crescimento de outras
bactérias que, em geral, sdo intimamente relacionadas. As bacteriocinas
produzidas por BAL podem inibir ou eliminar o crescimento de uma variedade
de bactérias patogénicas e deteriorantes de alimentos, como Staphylococcus
aureus, Clostridium spp. e Listeria monocytogenes. Elas afetam a
permeabilidade da membrana, interferindo desta forma no funcionamento de

funcbes celulares essenciais, tais como replicacdo do DNA e translocacao



Todas estas propriedades tornam os Enterococcus sp. bactérias de grande
valor industrial para a substituicdo dos preservantes quimicos nos alimentos. A
biopreservacao inclui o uso de BAL produtoras de bacteriocinas ou a adicao,
direta, de suas bacteriocinas.

Antes de uma bacteriocina ser aplicada em produtos alimenticios,
estudos relacionados ao espectro antimicrobiano, caracteristicas bioquimicas e
genéticas, eficacia e implicagdes regulatérias devem ser realizados. A completa
elucidacao destes fatores permitira o desenvolvimento de bacteriocinas mais
seguras e eficientes e para que essa caracterizagdo seja possivel faz-se
necessaria a purificagdo dessas substancias. Os processos de purificacdo séo
complexos e de baixo rendimento, por isso € de extrema importancia
desenvolver estratégias que tornem possivel a realizagéo destes.

Em um trabalho anterior foram caracterizadas 18 cepas produtoras
de bacteriocinas (Ferreira, 2005) provenientes de isolados de Enterococcus sp.
em amostras de fezes de humanos (Fuentefria, 2004). A cepa E.mundtii 115
destacou-se quanto a maior producdo de bacteriocinas e, portanto, foi
escolhida para iniciar o trabalho de purificagdo de suas bacteriocinas.

O objetivo deste trabalho foi purificar as bacteriocinas produzidas pela
cepa através de diferentes estratégias de purificagdo e caracterizar as fragdes

purificadas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bactérias produtoras de acido lactico (BAL)

As bactérias produtoras de acido lactico (BAL) sdo ubiquas em
alimentos fermentados e nao-fermentados e sdo componentes comuns da
microflora  comensal humana (Adams, 1999). Incluem o0s géneros
Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, Microbacterium, Oenococcus,
Pediococcus, Propionibacterium, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus
e Weissella (Mohania et al., 2008). Possuem um papel essencial na
fermentacdo de alimentos devido a grande variedade de cepas aplicadas,
rotineiramente, como culturas iniciadoras na fabricacdo e/ou preparacdo de
laticinios, carnes e vegetais (O'Sullivan et al., 2002).

As BAL sao uma familia heterogénea de microrganismos que
fermentam, primeiramente, uma variedade de nutrientes em &acido latico
(Poolman, 2002). Os membros da familia podem ser subdivididos em dois
grupos distintos baseados no metabolismo deles. O grupo dos
homofermentativos, composto pelos géneros Lactococcus sp., Pedicoccus sp.,
Enterococcus sp., Streptococcus sp. e alguns lactobacilos, usam a via

Embden-Meyerhof-Parnas para converter um mol de glicose em dois mols de



lactato. Em contraste, as bactérias heterofermentativas (Leuconostoc sp.,
Weissella sp. e alguns lactobacilos) produzem quantidades equimolares de
CO,, lactato e acido acético ou etanol a partir da glicose através da via
Pentose-Fosfato e, desta forma geram apenas metade da energia produzida
pelas bactérias homofermentativas (Ross et al., 2002).

A contribuicdo mais importante desses microrganismos para o0s
produtos alimenticios é a preservacao das qualidades nutritivas do material por
uma longa vida de prateleira e a inibicdo de bactérias patogénicas e
deteriorantes. Isto acontece devido a competicdo por nutrientes e a presenca
de inibidores produzidos pela cultura iniciadora incluindo &cidos organicos,
diacetil, acetoina, perdxido de hidrogénio, reuterina, reutericiclina, peptideos
antifungicos e bacteriocinas (Ray, 1992; Galvez et al., 2007). Além destas
caracteristicas, as BAL também contribuem com o sabor e a textura dos
alimentos (Kleerebezem & Hugenholtz, 2003).

Devido a tipica associacdo com a fermentacdo de alimentos e a
longa tradicdo como bactérias de alimentos, algumas BAL sdo consideradas
como “GRAS” (generally recognized as safe) pelo 6rgdao americano FDA (Food
and Drug Administration) (O'Sullivan et al., 2002; Wilaipun et al., 2004).

2.1.1 Género Enterococcus sp.

A histdria dos enterococos iniciou quando Thiercelin usou, em 1899,
pela primeira vez o termo para indicar a origem intestinal de um diplococo
Gram-positivo. O novo género Enterococcus sp. foi proposto por Thiercelin e
Jouhaud em 1903 e, mais tarde, em 1906, foi renomeado como Streptococcus

sp. por Andrewes & Horder. Em 1930, com o estabelecimento do sistema de



classificagdo sorolégica Lancefield, os enterococos foram classificados como
estreptococos grupo D. Sherman, em 1937, caracterizou o grupo D pela sua
habilidade de crescer a 10° C e 45° C, em pH 9,6, em caldo NaCl 6,5% e por
ter a capacidade de sobreviver a 60°C por 30 minutos. Na década de 80,
baseados nos estudos com hibridizagdo DNA-DNA e com o sequenciamento
do rRNA 16S, os enterococos foram removidos do género Streptococcus sp. e
recolocados em seu préprio género: Enterococcus sp. (Schleifer & Kilpper-Balz,
1984).

Os enterococos incluem 28 espécies (Foulquié Moreno et al., 2006),
sendo E. faecium e E. faecalis as duas mais comumente encontradas e
principais responsaveis pelo grande numero de infecgdes oportunistas, que
podem ocorrer no trato urinario, na corrente sanguiinea, no endocardio, no
abdémen, no trato biliar e em queimaduras (Kayser, 2003). Além disso, estas
cepas tém desenvolvido resisténcia a maioria dos antibidticos de uso clinico,
incluindo a vancomicina e a teicoplanina (Franz et al., 1999).

Em geral, os enterococos sdo bactérias facultativas anaerdbicas,
Gram-positivas, catalase-negativas, oxidase-negativas e ndo formam esporos;
podem ocorrer sozinhas, em pares ou em cadeias (Giraffa et al., 1997;
Foulquié Moreno et al. 2006). Devido a sua habilidade de fermentar
carboidratos a L-acido latico sdo conhecidas como bactérias acido laticas (BAL)
homofermentadoras (Carr et al., 2002).

Os enterococos podem ser usados como organismos probidticos
devido a boa taxa de crescimento, habilidade de adesado, producao de acido

latico e boa estabilidade de suas enterocinas (Strompfova et al., 2004). A cepa



Enterococcus faecium SF 68 tem sido estudada detalhadamente como um
probidtico para uso no tratamento de diarréias causadas por gastroenterites
(Marteau et al., 2001; Prilassnig et al., 2007) e atualmente ja € comercializada
como Bioflorin Giuliani® (Sanova Pharma, Austria).

Eles sdo encontrados de forma ubiqua em solos, plantas, laticinios e
outros alimentos, e estdo presentes em grande numero na microflora
gastrointestinal e nas fezes de vertebrados (Domig et al., 2003). De acordo
com este ultimo habitat, sua capacidade de sobreviver no meio ambiente,
resisténcia ao calor e o fato dos enterococos conseguirem dominar a
populacdo microbiana de alimentos tratados com altas temperaturas, eles
podem também ser usados como indicadores de contaminagao fecal (Stiles &
Holzapfel, 1997; Haack et al., 2009).

2.2 Bacteriocinas produzidas por BAL

O primeiro registro da observagdo de uma interacdo antagdnica
entre bactérias foi realizada por Pasteur & Joubert em 1877. Eles perceberam
que uma “bactéria comum”, provavelmente a Escherichia coli, poderia interferir
no crescimento do Bacillus anthracis co-inoculado na urina usada como meio
de cultura e em animais infectados experimentalmente. Gratia, em 1925, fez a
primeira documentagdo da natureza de um agente antibiotico produzido por
E. coli, demonstrando que a cepa V (virulenta em infecgdes experimentais)
produziu, em meio liquido, uma substancia dialisavel e estavel ao calor que
inibia, em altas diluigbes, o crescimento de E. coli ¢. Esta substancia foi
nomeada como colicina V e mais tarde como a bacteriocina microcina (Faith et

al., 1992).



As bacteriocinas sao peptideos antimicrobianos sintetizados
ribossomicamente por uma bactéria e sao ativos contra outra bactéria, tanto da
mesma espécie quanto de outros géneros. Os organismos produtores sao
imunes a sua propria bacteriocina, uma propriedade que é mediada por
proteinas imunoespecificas (Cotter et al., 2005). A produgado de bacteriocinas
ocorre em conjunto com a expressao dessas proteinas e tem sido demonstrado
que os genes envolvidos nas fungdes de imunidade estdo associados com o
gene estrutural da bacteriocina (Kyoung-Sik et al., 2007).

Os genes das bacteriocinas estdo codificados no cromossomo ou
em plasmideos bacterianos e a expressao destes leva a uma variedade de
mecanismos de acdo, incluindo a formacdo de poros na membrana
citoplasmatica, interferéncia com a parede celular e atividades de nuclease.
Tipicamente, a biossintese de bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-
positivas € regulada por mecanismos de transporte especificos facilitando sua
secrecao (Riley et al., 2002).

As bacteriocinas sdo, usualmente, sintetizadas como um pré-
peptideo inativo que possui uma sequéncia lider N-terminal. Este
presumivelmente, mantém a bacteriocina na forma inativa no interior da célula
produtora, facilita a interacdo com o transportador e, provavelmente no caso
dos lantibidticos, tem a fungdo de reconhecimento da maquinaria modificada
(Chen et al., 2001; Xie et al., 2004). A sequéncia é clivada por um sistema de
transporte ou, menos frequentemente, pela via de secrecédo da célula. Mas, ja
foi demonstrado que algumas bacteriocinas parecem nao possuir uma

sequéncia lider (Diep & Nes, 2002).



Entre as BAL, cepas de todos os géneros tém sido descritas como
produtoras de bacteriocinas (Jack et al., 1995). A difusdo da produgédo destes
peptideos € causada pelo fato de que genes relevantes sao, frequentemente,
associados a elementos transferiveis, como transposons ou plasmideos
conjugativos, e esta associagao natural pode facilitar a produgao heteréloga de
bacteriocinas (Coakley et al., 1997).

A produgéo de bacteriocinas por BAL é associada ao crescimento,
geralmente ocorre ao longo da fase exponencial e cessa ao final ou as vezes
antes do fim desta. A producéo € influenciada pelo tipo e quantidade de fontes
de carbono, nitrogénio e fosfato no meio de -cultivo, assim como por
surfactantes catibnicos e outros inibidores. As bacteriocinas podem ser
produzidas em meios contendo diferentes fontes de carboidratos (Savadogo et
al., 2006), como a Nisina Z que pode ser produzida a partir de meios com
glicose, sacarose ou xilose por Lactococcus lactis 10-1, mas os melhores
resultados foram obtidos com a glicose quando comparado com a producgao a
partir da xilose (Matsuaki et al., 1996; Chinachoti et al., 1997).

Duas caracteristicas distinguem a maioria das bacteriocinas dos
antibidticos: os antibidticos ndo sado sintetizados ribossomicamente e as
bacteriocinas tém espectro limitado (Gillor et al., 2005).

As bacteriocinas produzidas por BAL sdo divididas em quatro grupos
principais (Klaenhammer, 1993; Foulquié Moreno et al., 2006). A classe |
consiste em peptideos pequenos, modificados pds-traducdo, catibnicos,
hidrofébicos e que sdo caracterizados pela presenca de aminoacidos tioéster

modificado, como a lantionina e B-metil lantionina, e aminoacidos insaturados,



como a deidrolanina e dehidrobutirina. Eles s&o referidos como lantibidticos e
ainda podem ser subdivididos em seis grupos. A nisina, produzida por
Lactococcus lactis, € uma bacteriocina que pertence a este grupo.

A classe Il compreende um grande grupo de peptideos pequenos,
nao-modificados pdés-tradugao (exceto pela clivagem do peptideo lider de um
peptideo pré-bacteriocina), estaveis ao calor, catidnicos, hidrofébicos que
também sdo subdivididos. A classe lla inclui bacteriocinas tipo pediocina com
um forte efeito anti-listerial e possuem uma sequéncia N-terminal conservada
YGNGV e duas cisteinas, que formam uma ponte dissulfeto na metade
N-terminal, sendo a Pediocina AcH produzida por Pediococcus acidilactici HA
(Bhunia et al., 1988) uma das primeiras representantes do grupo. A classe llb
consiste em bacteriocinas que precisam de dois peptideos para serem
funcionais, como a Enterocina L50 A e B produzidas por Enterococcus faecium
L50 (Cintas et al., 1998) e a Lactococcin MMT24 produzida por Lactococcus
lactis MMT24 (Ghrairi et al., 2005) que precisa de seus dois peptideos, pepa e
pepP, para ter uma atividade antimicrobiana completa. Na classe llc estdo
agrupadas as bacteriocinas que ndo se enquadram aos outros subgrupos.
Nesta ultima encontram-se a Plantaricina A produzida por Lactococcus
plantarum C11 (Hauge et al, 1998) e Enterocina 62-6 produzida por
Enterococcus faecium 62-6 (Dezwaan et al. 2007), entre outras.

Na classe Ill é onde estdo presentes as proteinas grandes,
hidrofilicas e estaveis ao calor, como a Enterolisina A produzida por
Enterococcus faecalis LMG 2333 (Nilsen et al., 2003). E por fim, a classe IV

representa as bacteriocinas complexas que além de peptideos, possuem
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moléculas de carboidratos ou lipideos, como a Leuconocina S produzida por
Leuconostoc paramesenteroides (Lewus et al., 1992).

Em 2007, Nes et al. sugeriram que fosse acrescentado um quarto
subgrupo na classe Il, a classe Ild, na qual estariam incluidas as bacteriocinas
circulares. Nas ultimas décadas diferentes pesquisadores descreveram esta
familia unica de proteinas isoladas de diversas fontes, que possuem os
terminais N — e C — ligados para formar um esqueleto circular. O termo circular
foi adotado para distinguir este grupo de proteinas codificadas geneticamente
dos classicos peptideos ciclicos, também produzidos por microrganismos, mas
via multiplos passos de sintese enzimatica (Craik, 2004).

Entre as bacteriocinas circulares ja descritas (Leer et al., 1995; Marx
et al., 2001; Kalmokoff et al., 2003; Kawulka et al., 2004; Wirawan et al., 2007),
as mais estudadas sédo a enterocina AS-48 (Maqueda et al., 2004); a
gassericina A e a reutericina 6, duas bacteriocinas hidrofébicas produzidas por
espécies de Lactobacillus sp. e que tém 98% de similaridade com a acidocina
B, produzida por Lactobacillus acidophilus (Kawai et al., 2004a).

O fato de que muitas BAL encontradas em alimentos fermentados e
nao fermentados produzirem uma variedade de diferentes bacteriocinas, tem
levado a utilizagdo dessas bactérias como biopreservantes dos alimentos
(Tiwari & Srivastava, 2008). A demanda, pelos consumidores, por uma maior
seguranga nos alimentos de longa vida de prateleira e a preferéncia pelo uso
minimo de preservantes quimicos, torna as bacteriocinas uma opcao
interessante que seria, no minimo, parte da solugdo destas exigéncias. Isto

devido a varias propriedades: (1) ndo séo toxicas para as células eucaridticas;
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(2) sao inativadas por proteases digestivas, tendo pequena influéncia sobre a
microbiota estomacal; (3) sdo estaveis em diferentes valores de pH e tolerantes
a altas temperaturas; (4) tém atividade antimicrobiana contra muitas bactérias
patogénicas e deteriorantes de alimentos; (5) geralmente agem na membrana
citoplasmatica, evitando a resisténcia cruzada com antibidticos; e (6) seus
determinantes genéticos sao, usualmente, codificados em plasmideos,
facilitando a manipulacado genética (Galvez et al., 2007).

No entanto, atualmente, apenas a nisina, produzida por Lactoccocus
lactis, e a pediocina PA1/AcH, produzida por Pediococcus acidilactici, sao
usadas nos alimentos (Cotter et al., 2005) e comercializadas como Nisaplin™
(Danisco, Copenhagen, Dinamarca) e ALTA™ e Fargo™ (Kerry Bioscience,
Cork, Irlanda), respectivamente.

A nisina é comercializada em mais de 48 paises, incluindo o Brasil e
tem a aprovagéo do FDA (Food and Drug Administration). E efetiva em alguns
sistemas de alimentos, inibindo uma variedade de bactérias Gram-positivas,
incluindo patdégenos importantes como Listeria monocytogenes. Usada
predominantemente em alimentos enlatados e laticinios, principalmente em
queijos processados protegendo contra microrganismos formadores de esporos
resistentes ao calor, como Bacillus spp. € Clostridium botulinum (Deegan et al.,
2006).

2.2.1 Enterocinas

As bacteriocinas sintetizadas pelas espécies pertencentes ao género

Enterococcus sp. sdo denominadas enterocinas. Desde 1955, quando Kjems



12

relatou a primeira substancia tipo-bacteriocina dentro do grupo dos
estreptococos D, um grande numero de enterocinas tem sido estudado.

Geralmente, as enterocinas sao ativas contra bactérias patogénicas,
principalmente os géneros Listeria sp., Clostridium sp., Staphylococcus sp. e
Bacillus sp. (Drider et al., 2006). A grande maioria é sintetizada por E. faecium,
no entanto outras espécies de enterococos tém sido descritas como produtoras
de bacteriocinas: E. faecalis, E. hirae, E. mundtii, E. durans, E. avium,
E. gallinarum, E. casseliflavus e E. columbae (Jennes et al., 2000; Sabia et al.,
2004; Sanchez et al., 2007).

A partir de 1998 foi caracterizada a primeira bacteriocina produzida
por E. mundti e denominada mundticina ATO6 (Bennik et al., 1998). A
Mundticina ATO6 pertence a classe lla das bacteriocinas e tem massa de
4284,21 Da. Inibe o crescimento de Listeria monocytogenes, Clostridium
botulinum e uma variedade de bactérias acido lacticas, através da dissipagao
do potencial de membrana e a perda de ATP intracelular. E bastante solGvel
em agua e estavel em diferentes valores de pH e temperaturas.

Atualmente, ja foram caracterizadas e sequenciadas outras trés
bacteriocinas produzidas por E. mundtii: mundticina KS (Kawamoto et al.,
2002), enterocina CRL35 (Saavedra et al., 2004) e enterocina QU2 (Zendo et
al., 2005). Alguns outros isolados de E. mundti também produzem
bacteriocinas, mas suas estruturas ainda nado foram determinadas (Ott et. al,

2001; De Vuyst et al., 2003; Kwaadsteniet et al., 2005; Todorov et al., 2005;

Campos et al., 2006; Coetzee et al., 2007).
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Inicialmente, relatou-se que a mundticina ATOG6 diferia da mundticina
KS por dois residuos de aminoacidos na regidao C-terminal. Posteriormente, a
sequéncia da mundticina ATOG6 foi corrigida e foi demonstrado que esta é
idéntica a mundticina KS, tanto no peptideo maduro quanto no lider. Ja a
enterocina CRL35 é idéntica apenas ao peptideo maduro destas bacteriocinas,
pois possui dois residuos de aminoacidos diferentes no peptideo lider,
enquanto a enterocina QU2 é igual a mundticina ATO6 e KS (Saavedra et al.,
2004; Zendo et al., 2005).

As enterocinas, assim como a maioria das bacteriocinas, tém a
membrana citoplasmatica como primeiro alvo. Elas formam poros na
membrana da célula e, desta forma, diminuindo o potencial transmembrana e o
gradiente do pH, o que resulta no escoamento de moléculas intracelulares
indispensaveis a célula (Cleveland et al., 2001).

As enterocinas podem pertencer a classe |, como as Citolisinas LL e
LS (Gilmore et al., 1994), produzidas por E. faecalis beta-hemolitico, que além
de possuirem atividade antimicrobiana também causam hemdlise em células
eucariodticas.

Podem pertencer a classe lla, como a Enterocina A, produzida por
E. faecium (Aymerich et al., 1996); a Enterocina P, produzida por E. faecium
P13 (Cintas et al.,, 1997) e a Enterocina M, produzida por E. faecium AL41
(Marekova et al., 2007). Na classe llc, encontram-se a Enterocina B, produzida
por E. faecium T136 (Casaus et al., 1997) e a Enterocina 62-6 produzida por

E. faecium 62-6 (Dezwaan et al. 2007) e na lld a Enterocina AS-48 produzida
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por E. faecalis AS-48 (Martinez-Bueno et al., 1994). A classe lll possui apenas
a Enterolisina A (Nilsen et al., 2003).

Algumas enterocinas isoladas de diferentes cepas, que foram no
principio consideradas como novas, apés serem estudadas verificou-se que
eram idénticas a enterocinas ja existentes. A Enterocina 4 (Joosten et al.,
1996), Enterocina EFS2 (Maisnier-Patin et al., 1996), Bacteriocina 21 (Tomita
et al., 1997) e Enterocina 7C5 (Folli et al., 2003) sao idénticas a enterocina AS-
48 (Martinez-Bueno et al., 1994). Enquanto, a Enterocina AA13 e G16 (Herranz
et al., 1999), Enterocina B1 e B2 (Foulquié Moreno et al., 2002) sao idénticas a
Enterocina P (Cintas et al., 1997). A Enterocina IT (Izquierdo et al., 2009) é
idéntica a Bacteriocina 32 (Inoue et al., 2006).

Muitos enterococos produtores de bacteriocinas tém sido avaliados
para o uso como biopreservantes em laticinios, carnes e derivados (Franz et
al., 2003). Alguns estudos demonstraram o efeito inibitério de cepas E. faecium
e E. faecalis produtoras de enterocinas contra Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus, quando utilizadas artificialmente em queijos (Sulzer et
al., 1992), leite (Laukova et al., 1999) e leite de soja (Laukova & Czikkova,
1999). A presencga e a atividade anti-listerial das enterocinas mantiveram-se até
o final do amadurecimento do queijo; e nado foi relatada nenhuma ou apenas
minima influéncia na atividade das culturas iniciadoras comerciais e nas
caracteristicas organolépticas dos produtos (Giraffa, 2003).

Durante o processo de fermentacao de salsichas, Callewaert et al.
(2000) utilizaram as cepas E. faecium CCM 4231 e E. faecium RZS C13 como

culturas iniciadoras, e verificaram que elas foram parcialmente competitivas
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durante a fermentacgéo e inibiram fortemente o crescimento de Listeria sp., sem
causar alteragdes no sabor dos produtos.

A enterocina circular AS-48 foi testada contra duas cepas de
Geobacillus stearothermophilus em amostras de alimentos enlatados (milho e
ervilhas) e em leite de coco. A AS-48 reduziu a contagem de células viaveis
abaixo dos niveis de deteccao das amostras de enlatados estocadas a 45 °C
por 30 dias. Ja no leite de coco, a inativacdo bacteriana foi ainda mais rapida.
Em todos os alimentos enlatados e amostras de bebidas inoculadas com
endosporos intactos de G. stearothermophilus, a adigdo da bacteriocina
rapidamente reduziu a contagem de células e impediu o crescimento durante o
periodo de estocagem (Viedma et al., 2009).

Apesar dos resultados positivos dos estudos citados, algumas
pesquisas (Hugas et al., 2003; Sarantinoupoulos et al., 2002) demonstraram,
tanto em laticinios quanto em carnes, que muitas vezes o ambiente, a
microbiota enddégena, a formula e a tecnologia usada para a fabricagdo dos
alimentos interfferem nos niveis de produgdo das bacteriocinas e/ou no
crescimento das cepas produtoras.

Ainda que a eficiéncia das enterocinas contra bactérias deteriorantes
e patogénicas em varios sistemas de alimentos tenha sido muito demonstrada,
apenas algumas informagdes estdo disponiveis sobre as funcbes das
bacteriocinas no ecossistema animal, como a aplicabilidade de enterocinas ou
cepas produtoras de enterocinas no controle e/ou reducdo de bactérias

patogénicas no trato gastrointestinal de animais (Strompfova et al., 2008).
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A cepa Enterococcus faecium EK13, produtora de enterocina A, foi
administrada oralmente em porcos recém-nascidos. Apds o tratamento, os
porcos apresentaram significativa redugdo na contagem de Escherichia coli
quando comparados com o grupo controle que recebeu tampao salina como
placebo. A aplicagdo da cepa EK13 também aumentou a concentracéo de
proteinas totais séricas, hemoglobina, hematdcrito, hemacias e o indice de
atividade fagocitaria dos leucdcitos, concomitante a esse efeito ocorreu a
reducao do colesterol (Strompfova et al., 2006).

Tém sido estudados outros usos de bacteriocinas produzidas por
enterococos, como € o caso da Bacteriocina ESL5 produzida por Enterococcus
faecalis SL-5 (Kang et al., 2009), que apresentou atividade antimicrobiana
contra Propionibacterium acnes, agente causador de Acne Vulgaris. Esta
bacteriocina foi testada em paciente com acne moderada através do uso de
uma logcdo produzida a partir do sobrenadante livre de células da cepa
produtora, e demonstrou redugao significante de lesbes inflamatérias, como
pustulas, quando comparada com a logao de placebo.

2.3 Purificagao de proteinas

O interesse crescente pelos processos de purificagdo de
biomoléculas deve-se principalmente ao desenvolvimento da biotecnologia e a
demanda das industrias farmacéutica e quimica por produtos com alto grau de
pureza. A industria de alimentos também apresentou aumento no uso de
biomoléculas, como enzimas e outras proteinas, principalmente em cervejarias

e em processos de fermentagao (Zuhiga et al., 2003).
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O processo de purificagao de uma proteina € composto por multiplas
etapas, cuidadosamente definidas, e esse processo deve ser associado com o
acompanhamento de alguma caracteristica marcante da proteina, como o tipo
de atividade ou coloragéo.

As cromatografias em coluna de gel filtragcdo ou adsor¢do sao os
sistemas mais utilizados para a distingdo entre proteinas. Apesar de existir uma
l6gica no emprego desses métodos, geralmente a otimizagdo de um protocolo
de purificacdo envolve muita experimentagcdao do tipo tentativa e erro,
especialmente pelo fato de que mesmo quando se conhece as caracteristicas
fisico-quimicas das proteinas a serem purificadas, € muitas vezes imprevisivel
o comportamento delas no decorrer do processo de purificacdo. Nesse caso,
durante a purificacdo, ndo raramente ocorrem mudancgas na estrutura das
proteinas, que podem provocar desde pequenas alteragdes nas suas
caracteristicas fisico-quimicas até modificacdo ou perda de sua atividade
bioldgica. O grande desafio destes processos é o trabalho para se encontrar as
melhores estratégias e, se for o caso, adequar a metodologia para a escala de
producdo pretendida, garantindo que o produto final tenha todas as
caracteristicas necessarias para a sua aplicagdo (Almeida & Kurtenbach,
2002).

O desenho de um processo otimizado de purificacdo de uma proteina
dependera de suas caracteristicas fisico-quimicas, de suas propriedades
bioldgicas, da fonte da qual a proteina sera purificada e da tecnologia de

purificacao disponivel. O produto final devera ser resultado dos compromissos
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definidos no desenho do processo, ou seja: custo, velocidade, volume e pureza
(Ho et al., 2000).

2.3.1 Purificagao de enterocinas

As enterocinas, geralmente, pertencem a classe lla das
bacteriocinas, possuindo propriedades que tornam os Enterococcus sp.
bactérias de grande valor industrial para a substituicdo parcial dos preservantes
quimicos nos alimentos.

O aumento do numero de contaminagdes de alimentos por Listeria
sp. tem estimulado pesquisas da classe lla das bacteriocinas produzidas por
BAL. O numero de tais compostos peptidicos pode ser limitado, ja que muitas
das novas cepas isoladas expressam bacteriocinas previamente descobertas
(Guyonnet et al., 2000; Holo et al., 2001; Maldonado et al., 2003). A purificacao
e caracterizagado de bacteriocinas como essas, de sua estabilidade e modo de
acao antimicrobiano é essencial para avaliar seu possivel potencial para varias
aplicacoes.

A purificagao de bacteriocinas € um processo que consome tempo e
apresenta varias etapas para a realizagdo. Além disso, sdo substancias com
diferentes caracteristicas estruturais e propriedades quimicas, ndo sendo
possivel generalizar um método uUnico de purificacdo (Lépez et al., 2007).
Apesar de muitas bacteriocinas produzidas por BAL terem sido descritas,
apenas algumas foram completamente purificadas e caracterizadas (Tiwari &
Srivastava, 2008). A maior desvantagem para a realizacédo de analises de
muitas bacteriocinas € a dificuldade em obter significantes quantidades de

bacteriocinas puras e o baixo rendimento durante as etapas de purificagéo.
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Isso tem limitado, em parte, a caracterizacao fisica e bioquimica de compostos
ativos em muitos casos (Beaulieu et al., 2006).

Como as bacteriocinas sdo secretadas no meio de cultura, a maioria
das estratégias inicia na etapa de concentragdo destes peptideos a partir dos
sobrenadantes das culturas. Muitas bacteriocinas ndo sao produzidas em
grandes quantidades pela cepa produtora, portanto € muito importante
concentrar o sobrenadante que contém essas substancias antimicrobianas nas
etapas iniciais (Pingitore et al., 2007). Para isso, geralmente se realiza a
precipitacdo das bacteriocinas com sulfato de aménio (Folli et al., 2003;
Yamamoto et al., 2003) ou extragdo das bacteriocinas utilizando solventes
organicos, como o cloroférmio (Burianek & Yousef, 2000; Park et al., 2003).

ApOs estes processos, sao utilizados métodos de purificacdo como a
cromatografia de gel filtracao (Fleury et al., 1996), de troca-catibnica (Ohmomo
et al., 2000), de troca-aniénica (Lee et al., 2007) e a de fase reversa (Uteng et
al., 2002) com a finalidade de obter-se um alto grau de pureza da bacteriocina.

Apesar destas etapas levarem a produgdo de preparacdes de
bacteriocinas altamente puras, o rendimento final &€ bastante baixo, e em geral,
inferior a 20% (Jack et al., 1995).

2.3.2 Cromatografia por gel filtragao

Uma das caracteristicas das proteinas é seu tamanho elevado, o
que torna possivel a aplicacdo de métodos simples para a separagao de
proteinas de moléculas menores, bem como de métodos para separar misturas

de proteinas de tamanhos distintos (Pessoa & Kilikian, 2005).
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A cromatografia por gel filtragdo ou exclusdo promove uma seletiva e
dindmica distribuicdo das moléculas do soluto entre duas fases liquidas
separadas e dependentes de uma estrutura estacionaria (resina), contendo
poros de tamanho controlado, desta forma a separagao ocorre de acordo com
o tamanho efetivo das moléculas. As moléculas pequenas podem penetrar na
maioria dos poros apresentando maior tempo de retencdo, enquanto as
maiores sao excluidas de todos os poros. Assim, moléculas grandes movem-se
rapidamente através da coluna e as pequenas sao eluidas lentamente pela
fase mével (Irvine, 1997; Zufiga, 2003).

Esse tipo de cromatografia tem caracteristicas desejaveis, tais como:
simplicidade técnica, insensibilidade a solventes e temperaturas, e
versatilidade, pois €& possivel separar substancias com diferentes massas
moleculares variando a matriz do gel (resina) (Collins et al., 1997).

2.3.3 Cromatografia por troca iénica

A cromatografia de troca iGnica € muito utilizada para purificar
proteinas, pois é simples, de facil ampliacdo de escala, alta resolugao, alta
capacidade de adsorgao e versatil.

Neste tipo de cromatografia a fase estacionaria (resina) € altamente
carregada, sendo que solutos com cargas de sinais contrarios a esta séo
seletivamente adsorvidos da fase mével. Entdo, os solutos podem ser eluidos
por deslocamento com outros ions com o mesmo tipo de carga, porém com
maior forca de interacdo com a fase estacionaria.

A separacdo de materiais por cromatografia por troca idnica esta

baseada na adsorcao reversivel dos ions da fase moével pelo grupo trocador da
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resina. A diferenca de afinidade entre os ions da fase mével e da resina é
devido a diferencgas de carga, sendo possivel o controle desta utilizando fatores

como pH e forga ibnica (Pessoa & Kilikian, 2005; Collins et al., 1997).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismo

Neste trabalho foi utilizado o microrganismo Enterococcus mundftii
115, pertencente a colegado de bactérias do Departamento de Microbiologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Esta cepa foi isolada de amostras de fezes de humanos e
identificada em estudo prévio por Fuentefria em 2004 e caracterizada como
produtora de bacteriocina por Ferreira et al. (2007).

A cepa foi conservada em caldo BHI (Himedia) com 15% de glicerol
(Synth) a — 20° C.

3.2 Obtengao do sobrenadante livre de células

3.2.1 Preparagao do pré-inéculo

O pré-inéculo do E. mundtii 115 foi realizado em tubos de ensaio
contendo 10 mL de caldo BHI (Himedia) e 10 uL da cepa conservada. Os
tubos foram incubados por 18 horas a 35° C.

3.2.2 Obtenc¢ao do sobrenadante

Uma aliquota do pré-inéculo, na concentracdo final de 10°
células/mL (escala de McFarland), foi transferida para um Erlenmeyer de 1000

mL contendo 500 mL de caldo MRS (Acumedia) e incubado por 17 horas a
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35°C sob agitagao constante (150 rpm). Apés o periodo de incubagao, o pH da
cultura de E. mundtii 115 foi ajustado para 6,2 com NaOH 2M (Vetec) e foi
centrifugada por 15 minutos a 3000 x g, separando as células do sobrenadante.

Foram produzidos dois sobrenadantes livres de células em datas
diferentes, os quais foram denominados “Sobrenadante A” e Sobrenadante B”.
Os sobrenadante livres de células foram esterilizados por filtragdo em
membrana de ésteres mistos com poro de 0,22 ym (S & S) e foram
armazenados a — 20°C.

3.3 Concentragao das bacteriocinas

A concentragdo das bacteriocinas foi realizada de acordo com o
método de Burianek e Yousef (2000), modificado. Em 2500 mL de
sobrenadante livre de células foi adicionado 1250 mL de cloroférmio (Synth),
agitado vigorosamente por 30 minutos e a mistura foi colocada em um funil de
separagao. Apos decantagdo por 18 horas, sob temperatura ambiente, as
particulas solidas na parte inferior foram coletadas e colocadas em dois baldes
de 1000 mL cada e o restante do solvente foi evaporado em um evaporador
rotatério (rotavapor Laborota 4000, Heidolth) sob pressédo de 15 psi e aquecido
a 45 °C por 60 minutos, aproximadamente.

A fragdo concentrada obtida do rotavapor foi lavada com agua
destilada estéril e secada a temperatura ambiente por 48 horas. O precipitado
resultante foi reidratado e dissolvido em 6,5 mL de Tris 0,1 M (Invitrogen), pH
7,0 (tampdo A). Esta fracdo foi chamada de concentrado bruto de

bacteriocinas.
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As concentracdes foram realizadas nos dois Sobrenadantes A e B,
os quais foram denominados “Concentrado A” e Concentrado B”.

3.4 Purificagao parcial das bacteriocinas

3.4.1 Escolha da resina de troca idnica

Para determinar os tipos de resinas que seriam utilizadas nas
cromatografias de troca ibnica para a purificagdo das bacteriocinas, foi
realizado um teste preliminar, através de cromatografias em batelada.

Em quatro tubos de ensaio foram colocados, respectivamente,
7,5 mL de resinas de troca catidnica e anibdnica hidratadas: SP-sepharose,
Q-sepharose, DEAE-sepharose e CM-sepharose (GE Healthcare). As resinas
de troca catidnica foram equilibradas com tampao Acetato de Sdédio 0,01 M
(Vetec), pH 5 (tampao B), e as resinas de troca aniénica foram equilibradas
com tampao Tris 0,01 M (Invitrogen), pH 8 (tampéao C)

Foi aplicado 0,5 mL do concentrado de bacteriocinas em cada tubo
com resina. ApoOs suave agitagdo e decantagcédo das resinas, os sobrenadantes
foram coletados e denominados como “fracdo n&o-ligada”. Em seguida foram
realizadas duas lavagens com cada um dos tampdes B e C, de acordo com o
tipo de resina, e os sobrenadantes foram coletados.

Por fim, as resinas foram eluidas com seus respectivos tampdes
contendo 1 M de NaCl (Synth) cada. Apos a agitacdo e decantagdo das
resinas, estes sobrenadantes foram coletados e a atividade antimicrobiana de

todos os sobrenadantes foi testada de acordo com o item 3.6.
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A escolha das resinas catidbnicas e anibnicas utilizadas na
purificacdo das bacteriocinas foi realizada de acordo com os sobrenadantes
eluidos que apresentaram melhor atividade antimicrobiana.

3.4.2 Estratégias de purificagao das bacteriocinas

Para verificar diferentes estratégias de purificacdo das bacteriocinas,
foram realizadas cromatografias liquidas com diferentes resinas de troca idnica
e de gel filtracdo e, posteriormente, foi comparado o desempenho de cada
uma. As resinas de troca idnica foram escolhidas a partir dos resultados do
item 3.4.1.

As resinas utilizadas para os testes foram:

- troca anidnica: DEAE-sepharose (GE Healthcare)
- troca catibnica: SP-sepharose (GE Healthcare)
- gel filtragdo: Sephadex G-15 (Pharmacia)
A cromatografia das resinas de troca ibnica foi realizada através

de batelada e a cromatografia de gel filtragcdo em coluna (Figura 1).
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Cultivo
Sobrenadante
Concentrado
0,5mL 0,5mL 0,5mL 1,5mL 1,5mL
Sephadex Sephadex Sephadex SP- DEAE-
G-15 G-15 G-15 Sepharose Sepharose
Eluido Eluido Eluido
(2 mL cada (2 mL cada (2 mL cada Eluido (6 mL) Eluido (6 mL)
fracéo) fracdo) fracéo)

Fracdes agrupadas
(6 mL total/fragédo

Caracterizagédo

Figura 1: Estratégias para purificagdo das bacteriocinas produzidas por
Enterococcus mundftii 115.
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3.4.2.1 Cromatografia liquida em resina de gel filtragao

Foi realizada a cromatografia liquida em resina de gel filtracdo do
concentrado A e do concentrado B. Em uma coluna (380 x 10 mm) preenchida
com resina de gel filtragcdo Sephadex G-15, que foi hidratada e previamente
equilibrada com o tampdo A, foi aplicado 0,5 mL do concentrado de
bacteriocinas. As proteinas foram eluidas com o mesmo tampao A em um fluxo
de 24 mL/h. Foram coletadas fracbes de 2 mL e estas foram monitoradas por
espectrofotdmetro (Ultrospec 2000, GE Healthcare) a 280 nm. A cromatografia
foi realizada em triplicata, totalizando 1,5 mL de concentrado de bacteriocinas
purificados e 6 mL de cada fragdo coletada (Figura 1). A atividade

antimicrobiana de todas as fragdes foi quantificada de acordo com item 3.6.

3.4.2.2 Cromatografia liquida em batelada em resina de troca
cationica

Foi realizada a cromatografia liquida em resina de troca catidénica do
concentrado A e do concentrado B. A resina SP-sepharose foi hidratada e
previamente equilibrada em tampao B. Foram aplicados 1,5 mL do concentrado
de bacteriocinas em 7,5 mL de resina e misturados gentilmente, apds a
decantagdo da resina foi coletado o sobrenadante (fragdo né&o-ligada) e
descartado. Em seguida foram realizadas duas lavagens com 20 mL do tampé&o
B e os sobrenadantes foram coletados e descartados. Por fim, a resina foi
eluida com 6 mL de tamp&o B nas seguintes concentragées de NaCl: 0,1 M
(E1), 0,3 M (E2), 0,5 M (E3), 0,8 M (E4), e 1 M (Es), apos a agitagédo e
decantacdo da resina com cada molaridade, os respectivos sobrenadantes

eluidos (E1, Ez E3 E4 Es) foram coletados. Foi realizada uma lavagem da resina
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com o tampéao B apds cada sobrenadante eluido ter sido coletado. A atividade
antimicrobiana de todos os sobrenadantes foi quantificada (item 3.6). Ver
Figura 1.

3.4.2.3 Cromatografia liquida em batelada em resina de troca
anidnica

Foi realizada a cromatografia liquida em resina de troca aniénica do
concentrado A e do concentrado B. A resina DEAE-sepharose foi hidratada e
previamente equilibrada em tampao C. Foram aplicados 1,5 mL do concentrado
de bacteriocinas em 7,5 mL de resina e misturados gentilmente, apds a
decantacdo da resina foi coletado o sobrenadante (fragdo né&o-ligada) e
descartado. Em seguida foram realizadas duas lavagens com 20 mL do tampé&o
C e os sobrenadantes foram coletados e descartados. Por fim, a resina foi
eluida com 6 mL de tampao C nas seguintes concentragées de NaCl: 0,1 M
(E1), 0,3 M (E2), 0,5 M (E3), 0,8 M (E4), e 1 M (Es), apos a agitagédo e
decantacdo da resina com cada molaridade, os respectivos sobrenadantes
eluidos (E1, E E3 E4 Es) foram coletados. Foi realizada uma lavagem da resina
com o tampéo C apés cada sobrenadante eluido ter sido coletado. A atividade
antimicrobiana de todos os sobrenadantes foi quantificada (item 3.6). Ver
Figura 1.

3.5 Quantificagao da concentragao de proteinas

As concentragdes protéicas do sobrenadante livre de células, do
concentrado de bacteriocinas e das fragdes eluidas das resinas de troca idnica

e de gel filtracdo foram determinadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976)
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usando reagentes Bioagency e albumina sérica bovina como padréao
(Bioagency).

3.6 Analise quantitativa da atividade antimicrobiana

Para verificar a atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de
células, do concentrado de bacteriocinas e das fracdes eluidas das resinas de
troca ibnica e de gel filtragao foi utilizada a técnica de difusdo em pogos (Tagg
e McGiven, 1971).

Em placas contendo uma fina camada de agar TSA (Himedia) de
volume definido (20 mL) foram fixadas ponteiras de 1000 uL. Apds a
solidificagdo desta, foi vertida uma segunda camada de volume definido (20
mL) de agar TSA (Himedia) semi-sdlido (0,7% &agar, Himedia), previamente
inoculado com a bactéria indicadora Listeria innocua ATCC 33090 na
concentracdo final de 10° células/mL. Depois de solidificado o agar TSA semi-
solido as ponteiras foram retiradas e em cada pogo formado foram adicionados
80 pL da amostra a ser testada. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 20 minutos, apos foram incubadas em estufa (Biopar) a 37°C por
18 horas. Apds o periodo de incubacéao foi verificada a formagao de halo de
inibicdo que representa a atividade antimicrobiana das amostras.

A quantificagdo da atividade foi determinada em Unidades Arbitrarias
por mililitro (UA/mL). Para isto foram realizadas diluigdes duplas sucessivas
das amostras (1:2 a 1:2048). Os halos formados foram medidos em milimetros
e o titulo designado como UA/mL foi definido como a reciproca da maior
diluicao que apresentou um halo de inibigdo maior que 2 mm (Kawamoto et al.,

2002).
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3.7 Caracterizagao das bacteriocinas

Foi verificada a estabilidade da atividade antimicrobiana dos
concentrados de bacteriocinas e das fragcdes eluidas das resinas de troca
idbnica e de gel filtragdo quanto a variacédo de pH, ao tratamento térmico e a
susceptibilidade a enzimas proteoliticas, também foi verificada a manutencao
do espectro antimicrobiano.

As fragbes eluidas coletadas das resinas de troca ibnica e de gel
filtracdo que apresentaram maior atividade antimicrobiana foram utilizadas para

a caracterizacao das bacteriocinas.

3.7.1 Estabilidade ao tratamento térmico da fragao purificada

Os concentrados de bacteriocinas e as fracbes eluidas coletadas
das resinas de troca iénica e de gel filtragdo foram aquecidos em banho-maria
(Thermomix BMS, B. Braun Biotec International) a temperaturas entre 50 e
100°C, em intervalos de 10°C, por 30 minutos e autoclavadas a 121°C por 20
minutos. Apds os tratamentos foi realizado o teste de difusdo em pogos (item
3.6) das amostras e dos controles (amostra sem tratamento) e a atividade
residual foi determinada utilizando o seguinte calculo:

AR. (%)=HT -P x100

HC-P (Equacéo 1)

Sendo:

A.R. = atividade residual

HT = didmetro do halo do sobrenadante apds tratamento (mm)

HC = didmetro do halo do controle (fragdo sem tratamento)

P = diametro do pogo (9 mm)



31

3.7.2 Estabilidade a variagao do pH

Os concentrados de bacteriocinas e as fracbes eluidas coletadas
das resinas de troca idnica e de gel filtragdo foram incubados a 35°C por duas
horas, em banho-maria (Thermomix BMS, B. Braun Biotec International), nos
pHs entre 2 e 10, utilizando os seguintes tampdes na concentragéo de 0,25 M:
glicina (pH 2 e 3); citrato (pH 4 e 5); fosfato (pH 6 a 8) e Tris (pH 9 e 10). Uma
aliquota de 100 uL de cada amostra foi adicionada em 100 pL de cada tampéo.
Apos a incubacgao, foi realizado o teste de difusdo em pocgos (item 3.6) das
amostras e dos controles (100uL de amostra e 100 uL de PBS). A atividade
residual foi determinada segundo a Equacéo 1.

3.7.3 Susceptibilidade a enzimas proteoliticas

Aliquotas dos concentrados de bacteriocinas e das fragcbes eluidas
coletadas das resinas de troca idnica e de gel filtragdo foram tratadas com as
seguintes enzimas: tripsina; proteinase K e lisozima nas concentragdes finas de
1 e 0,1 mg/mL. As aliquotas foram incubadas nas temperaturas étimas de cada
enzima, a 37° C, quando utilizadas as enzimas tripsina e lisozima, e a 56° C,
quando utilizada a proteinas K, durante duas horas. Apdés o periodo de
incubacao, as aliquotas foram submetidas a 80°C por 10 minutos para a
inativagdo das enzimas. A atividade das amostras e dos controles (amostra e
PBS) foi verificada utilizando o teste de difusdo em pogos (item 3.6).

3.7.4 Manutencao do espectro antimicrobiano

Foram preparadas culturas das bactérias indicadoras Listeria
monocytogenes ATCC 15313; Listeria monocytogenes ATCC 19112, Listeria

innocua ATCC 33090 e Salmonella enteritidis.
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As bactérias indicadoras foram cultivadas no meio de cultura caldo
BHI (Himedia) a 37°C por 24 horas. A atividade antimicrobiana dos
concentrados de bacteriocinas e das fragcdes eluidas das resinas de troca
idbnica e de gel filtragdo contra as bactérias indicadoras foi verificada utilizando
o teste de difusdo em pocos (item 3.6).

3.8 Concentragdao das fragoes eluidas das resinas de troca
i6nica e de gel filtragao

As fragbes eluidas coletadas das resinas de troca ibnica e de gel
filtragdo foram concentradas de acordo com Burianek e Yousef (2000).

Em 2 mL de cada fragao foi adicionado 1 mL de cloroférmio (Synth),
foi agitado vigorosamente por 5 minutos e a mistura foi centrifugada a
12000 x g. Apos foram coletadas as particulas solidas da interface e lavadas
com o tampao A, e secadas a temperatura ambiente por 48 horas. O
precipitado resultante de cada fragédo foi reidratado e dissolvido em 50 uL de
tampéao A.

3.9 Determinacao do peso molecular e grau de purificagao

O peso molecular e o grau de purificagdo do concentrado de
bacteriocinas e das fracdes eluidas coletadas das resinas de troca ibnica e de
gel filtragcao foi verificado através da realizagcao de gel de poliacrilamida SDS-

PAGE segundo Ausubel et al. (1987).

Uma aliquota do concentrado de bacteriocinas e das fragcbes eluidas
coletadas das resinas de troca ibnica e de gel filtragdo concentradas foi
aplicada em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 18% e apods a eletroforese

metade do gel foi corado com Coomassie Blue (Nuclear) segundo Ausubel et
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al. (1987) para a determinagdo do peso molecular e verificagdo do grau de
purificagado. Foi utilizado marcador de peso molecular entre 3 a 43 kD (Gibco).
A outra metade do gel foi lavada cinco vezes, por 10 minutos cada,
com agua destilada estéril e colocada sobre uma placa contendo uma fina
camada de agar TSA (Himedia). Sobre este foi vertida uma camada de agar
TSA (Himedia) semi-solido (0,7% agar, Himedia), previamente inoculado com a
bactéria indicadora L. innocua ATCC 33090. A placa foi incubada por 18 horas

a 37°C para observacao de zonas de inibi¢ao.



4 RESULTADOS

4.1 Concentracao das bacteriocinas
Foram realizadas concentracbes com cloroférmio dos dois sobrenadantes
livres de células (A e B) obtidos do cultivo da cepa Enterococcus mundtii 115,
realizados em datas diferentes, os quais foram denominados “Concentrado A”
e “Concentrado B”. A atividade antimicrobiana dos concentrados de
bacteriocinas A (Figura 2) e B foi quantificada através da técnica de difusdo em

pocos e apresentaram 12800 UA/mL e 25600 UA/mL, respectivamente.

Figura 2: Concentrado‘A com atividade antimicrobiana de 12800 UA/mL . A
(ndo diluida), B até L (diluicdes duplas 1:2 até 1:1024).
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4.2 Estratégias de purificagao das bacteriocina

4.2.1 Escolha da resina

O teste realizado para a escolha das resinas de troca ibnica que foram
utilizadas no trabalho demonstrou que a resina de troca catidnica SP-
sepharose e a resina de troca anidnica DEAE-sepharose, foram as resinas que
apresentaram fragdes eluidas com NaCl 1M, ou seja a fragéo ligada, com as
maiores atividades antimicrobianas (Tabela 1).

Os sobrenadantes referentes a fragdo nao-ligada, ou seja, o sobrenadante
coletado apds a aplicagao do concentrado na resina, de todas as resinas foram
testados e apresentaram atividade antimicrobiana.

Tabela 1: Resultado da atividade antimicrobiana dos eluidos das resinas de
troca iénica no teste de escolha.

Atividade Antimicrobiana

Resina (UA/mL)
SP-sepharose 12800
CM-sepharose 6400
Q-sepharose 1600
DEAE-sepharose 6400

4.2.2 Cromatografia liquida em resina de gel filtragao

A cromatografia em resina de gel filtracdo foi realizada com os dois
concentrados (A e B) obtidos em diferentes datas. Apds a aplicacdo da
amostra, foi realizada a eluicdo de 7 mL de tampéao referentes ao volume morto
e foram eluidas 25 fragbes com 2 mL cada. A primeira fracédo eluida foi a que
apresentou a maior atividade antimicrobiana com 1600 UA/mL (Concentrado A)
e 3200 UA/mL (Concentrado B), a partir desta as fragdes apresentaram

atividade menor que 200 UA/mL (concentrado A) e menor que 400 UA/mL
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(concentrado B). A primeira fragdo também correspondeu ao maior pico de
proteina, como pode ser observado no perfil de eluicdo (Figura 3), portanto
esta primeira fracdo foi utilizada para a caracterizacdo das bacteriocinas
correspondentes a fragéo eluida da resina de gel filtragao.

O perfil de eluicdo apresentado € a média da absorcdo em 280 nm e da
atividade antimicrobiana das trés cromatografias realizadas com o concentrado
A, a fim de se obter o volume final de 6 mL de produto purificado, ou seja, trés

fragbes coletadas, uma em cada cromatografia. O perfil do concentrado B foi

similar.
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Figura 3: Perfil de eluicdo das fragdes coletadas da cromatografia em gel
filtracdo. ¢ = Abs 280 nm, m = atividade antimicrobiana (UA/mL).
4.2.3 Cromatografia liquida em batelada com resina de troca
cationica e resina de troca anidénica
As cromatografias em resinas de troca catibnica e anibnica foram
realizadas com os dois concentrados (A e B) obtidos em diferentes datas. As

fracdes foram eluidas com seus respectivos tampodes e diferentes intervalos de
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concentragbes de molaridade de NaCl (0,1 a 1 M), para estabelecer qual € o
intervalo mais adequado para a eluicdo das bacteriocinas em cada uma das
resinas de troca ibnica.

As fracdes da resina de troca catibnica SP-sepharose que apresentaram
maior atividade antimicrobiana foram as eluidas com 0,8 M de NaCl (Tabela 2),
ou seja, a maior parte das bacteriocinas foram eluidas em uma concentragéo
de molaridade entre 0,5 e 0,8 M. Enquanto as fragdes da resina de troca
anidnica DEAE-sepharose que apresentaram a maior atividade antimicrobiana
foram eluidas com o tampdo contendo 0,5 M de NaCl (Tabela 3),
demonstrando que o intervalo entre 0,3 e 0,5 de molaridade € o melhor para
eluir a maior parte das bacteriocinas desta resina.

Tabela 2: Resultado da atividade antimicrobiana (UA/mL) das fra¢des eluidas

da resina SP-sepharose com diferentes concentragdes de molaridade de NaCl.
Atividade antimicrobiana  Atividade antimicrobiana

Molaridade do concentrado A do concentrado B
(UA/mL) (UA/mL)

0,1 50 100

0,3 50 100

0,5 400 800

0.8 800 1600

1,0 400 800
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Tabela 3: Resultado da atividade antimicrobiana (UA/mL) das fragdes eluidas
da resina DEAE-sepharose com diferentes concentragées de molaridade de
NacCl.

Atividade antimicrobiana Atividade antimicrobiana

Molaridade do Concentrado A do Concentrado B
(UA/mL) (UA/mL)

0,1 100 200

0,3 200 400

0.5 1600 3200

0,8 25 50

1,0 200 400

4.2.4 Etapas de purificagao das cromatografias

As etapas de purificagdo das cromatografias realizadas a partir dos
concentrados A e B foram bastante similares (Tabelas 4 e 5). Ocorreu um
decréscimo da concentracdo protéica em todas as fragdes parcialmente
purificadas, quando comparadas com a concentracao protéica do sobrenadante
livre de células e do concentrado de bacteriocinas. A atividade antimicrobiana
recuperada também diminuiu ao longo das purificagcdes, sendo que as fragdes
eluidas da resina de troca catidnica SP-sepharose foram as que tiveram menor
recuperacao, obtendo-se 0,48% da atividade; e nas fragcdes eluidas das resinas
de troca anibnica DEAE-sepharose e gel filtragdo sephadex G-15 foi
recuperada 0,96% da atividade. Mas ao verificar o aumento da atividade
especifica ou fator de recuperacao, pode-se observar que a fragao purificada
que teve maior aumento foi justamente a obtida com a resina SP-sepharose,
que aumentou em torno de 20 vezes a atividade, enquanto a fragdo da resina
de troca anibnica DEAE-sepharose e de gel filtragcdo sephadex G-15

aumentaram cerca de 11 e 0,9 vezes, respectivamente.
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Tabela 4: Resultados das etapas de purificagao das bacteriocinas produzidas
por E. mundtii 115, a partir do sobrenadante A.

Fracées Volume Proteina Atividade e?stwelgi?i(iz Fator de  Recuperagao
¢ (mL) total (mg) total (UA) (l? A/mg) Purificagao (%)
Sobrenadante A 2500 625 1,0x 10° 1600 1,0 100
Concentrado A 7 49,5 89,6 x 10° 1810 1,13 8,96
G-15 6 6,5 9,6 x 10° 1477 0,93 0,96
SP 6 0,15 48x10° 32000 20 0,48
DEAE 6 0,53 9,6 x 10° 19200 11,3 0,96

Tabela 5: Resultados das etapas de purificacdo das bacteriocinas produzidas
por E. mundtii 115, a partir do sobrenadante B.

Atividade

Fracé Volume Proteina Atividade especifica Fator de  Recuperagao
ragoes (mL) total (mg) total (UA) (l'J) Almg) Purificagao (%)
Sobrenadante B 2500 1100 2,0x 10° 1818 1,0 100
Concentrado B 7 958  1792x10° 1871 1,03 8,96
G-15 6 12 19,2 x 10° 1600 0,88 0,96
SP 6 0,24 9,6 x 10° 40000 22 0,48
DEAE 6 0,88 19,2 x 10° 21818 12 0,96

4.3 Caracterizagao das bacteriocinas

4.3.1 Estabilidade dos concentrados e das fragdes parcialmente
purificadas ao tratamento térmico

Os concentrados de bacteriocinas e as fracbes eluidas coletadas
das resinas de troca ibnica e de gel filtragdo foram aquecidos em diferentes
temperaturas para verificar a estabilidade da atividade antimicrobiana quanto
ao aquecimento.

Tanto os concentrados quanto as fracdes parcialmente purificadas
foram considerados termoestaveis, pois mantiveram suas atividades residuais
entre 100 e 92%, quando submetidos as temperaturas entre 50 e 100° C por 30
minutos. No tratamento a 121°C por 20 minutos, os concentrados e as fracdes

das resinas sephadex G-15, SP-sepharose e DEAE-sepharose apresentaram
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atividades residuais menores de 80%; 76,5%; 72% e 55%, respectivamente,
demonstrando que a fragao eluida pela resina DEAE-sepharose foi a mais
instavel ao aquecimento entre as fragdes parcialmente purificadas (Figura 4).
Os halos de inibicdo dos concentrados de bacteriocinas foram os
que apresentaram maior tamanho em milimetros, enquanto os halos das
fracdbes parcialmente purificadas pela resina DEAE-sepharose foram os
menores (Figura 5). Os valores dos dados apresentados nas figuras 4 e 5 séo
as médias das duplicatas. Pode-se observar uma tendéncia a diminuicdo da
atividade residual e do tamanho dos halos de todas as amostras quando estas

foram aquecidas a 121° C.
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Figura 4: Resultado da estabilidade da atividade antimicrobiana do
concentrado de bacteriocinas e das fragbes parcialmente purificadas sob
diferentes temperaturas, de acordo com a atividade residual ¢ = concentrado

de bacteriocinas, m = fragdo G-15, a = fracdo SP, e = fragdo DEAE.
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Figura 5: Resultado da estabilidade da atividade antimicrobiana do
concentrado de bacteriocinas e das parcialmente purificadas sob diferentes
temperaturas, de acordo com o tamanho do halo (mm). ¢ = concentrado de

bacteriocinas, = =fragdo G-15, a =fragdo SP, e = fragdo DEAE.
4.3.2 Estabilidade dos concentrados e das fragées parcialmente
purificadas a variagao de pH

Os concentrados de bacteriocinas e as fragcdes eluidas coletadas das
resinas de troca ibnica e de gel filtracdo foram incubados a 35°C por 2 horas,
em banho-maria, com tampdes com pHs entre 2 e 10.

Os concentrados e as fragdes eluidas da sephadex G-15 foram bastante
estaveis a variacdo de pH, mantendo suas atividades residuais entre 95 e
87,5%. Enquanto as fragdes eluidas das resinas de troca i6nica foram mais
instaveis a variagcdo do pH, observou-se uma tendéncia a diminuicdo da
atividade residual destas fragdes quando incubadas em pH alcalino. A resina
de troca catidnica SP-sepharose apresentou atividade de 64,5% nos pHs 9 e
10, e a resina de troca aniénica DEAE-sepharose manteve apenas 55% de sua
atividade antimicrobiana quando incubada com o tampao pH 10. Todas as

amostras apresentaram melhor estabilidade da atividade residual nos pHs
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acidos 2 a 5, sendo que as fragdes eluidas da resina DEAE-sepharose foi a
mais estavel, mantendo sua atividade entre 100 e 95% (Figura 6).

Assim como no tratamento com diferentes temperaturas, no tratamento
com diferentes pHs os halos de inibicdo dos concentrados de bacteriocinas
também foram os que apresentaram maior tamanho em milimetros, enquanto
os halos das fracdes parcialmente purificadas pela resina DEAE-sepharose

foram os menores (Figura 7).
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Figura 6: Resultado da estabilidade da atividade antimicrobiana dos
concentrados de bacteriocinas e das fragdes eluidas coletadas das resinas de
troca ibnica e de gel filtragdo sob diferentes valores de pH, de acordo com a
atividade residual (%).¢ = concentrado de bacteriocinas, m = fragdo G-15,

A = fracao SP, e = fracao DEAE.
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Figura 7: Resultado da estabilidade da atividade antimicrobiana dos
concentrados de bacteriocinas e das fragdes eluidas coletadas das resinas de
troca ibnica e de gel filtracdo sob diferentes valores de pH, de acordo com o
tamanho do halo (mm). ¢ = concentrado de bacteriocinas, m = fragdo G-15,

A = fracdo SP, e = fracado DEAE.
4.3.4 Manutencao do espectro antimicrobiano
Para determinar se houve a manutencdo do mesmo espectro
antimicrobiano apds a concentracdo e purificacdo das bacteriocinas do
sobrenadante livre de células, foi realizado o teste de difusdo em pogos com as
mesmas cepas que haviam sido utilizadas por Ferreira et al. (2007), e que
foram testadas apenas com o sobrenadante livre de células.

Tanto os concentrados de bacteriocinas quanto as fragdes eluidas
das resinas de troca ibnica e de gel filtracdo apresentaram atividade
antimicrobiana contra Listeria monocytogenes ATCC 15313; Listeria
monocytogenes ATCC 19112 e Listeria innocua ATCC 33090, mas perderam a

atividade contra a Salmonella enteritidis.
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4.3.5 Susceptibilidade a enzimas proteoliticas
Os concentrados de bacteriocinas e as fragdes parcialmente purificadas
pelas resinas de troca i6nica e de gel filtracdo foram tratados com as enzimas
tripsina, proteinase K e lisozima para verificar a natureza protéica e
polissacaridica das bacteriocinas. Ap6s o tratamento, a atividade
antimicrobiana das amostras tratadas foi verificada pela técnica de difusdo em
pPOGOS.
As proteases proteinase K e a tripsina, nas concentracdes finais de
0,1 e 1mg/mL inativaram as bacteriocinas das fragdes parcialmente purificadas
e diminuiram a atividade do concentrado, demonstrando a natureza protéica de
todas as amostras. Os concentrados e as fragdes parcialmente purificadas
foram resistentes a lisozima, o que demonstra que as bacteriocinas produzidas
pela cepa E. mundtii 115 ndao requerem uma associacdo com moléculas de

carboidratos para manter sua atividade antimicrobiana (Tabela 6).

Tabela 6: Resultado da atividade residual (%) obtidas apds o tratamento
enzimatico do concentrado e das fragbes parcialmente purificadas.

Fragoes Proteinase K Proteinase K Tripsina Tripsina Lisozima Lisozima

1 mg/mL 0,1mg /mL 1mg/mL 0,img/mL 1 mg/mL 0,1img/mL
Concentrado 0 0 10 74 100 100
G-15 0 0 0 0 100 100
SP 0 0 0 0 100 100
DEAE 0 0 0 0 100 100

4.4 Determinagao do peso molecular e grau de purificagao
As fragdes parcialmente purificadas pelas resinas de troca idnica e
de gel filtragdo foram concentradas com cloroférmio, a fim de aumentar a

concentracdo protéica destas. Aliquotas do concentrado de bacteriocinas e
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destas fragdes concentradas foram aplicadas em um gel de poliacrilamida 18%,
para verificar o peso molecular e o grau de purificacdo de cada uma das
amostras.

O peso molecular foi de aproximadamente 3 kD em todas as
amostras, de acordo com a zona de inibicdo no gel de atividade. Ndo foram
observadas bandas de proteinas correspondentes a zona de inibicdo no gel
corado com Coomassie blue (Figura 8).

Quanto ao grau de purificagdo observou-se que a fragdo mais pura,
ou seja, a que apresentou menor numero de bandas de proteinas, foi a eluida
da resina de troca catidnica SP-sepharose, seguida da fragao eluida da resina
de troca anidnica DEAE-sepharose. A fragdo eluida da resina de gel filtragcéo
sephadex G-15 apresentou baixo grau de pureza, pois o padrdao de bandas
coradas no gel é muito similar ao padrao de bandas do concentrado.

Também se observou que foram coradas no gel bandas, da fragao
eluida da resina sephadex G-15, com peso molecular superior a 42 kD. A
resina de gel filtracdo separa proteinas de acordo com o peso molecular, como
a eluicdo das bacteriocinas ocorreu, em sua maioria, na primeira fracao
coletada da coluna e, nesta fracdo apareceram bandas de proteinas de peso
molecular muito superior ao esperado para uma resina sephadex G-15, pode-
se sugerir que as bacteriocinas estavam sendo eluidas no volume morto, ou
muito préximas a ele, juntamente com outras proteinas de peso molecular mais

alto.
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Figura 8. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE corado com Coomassie blue e gel
de atividade (GA). M: marcado de peso molecular, valores em kDa; Linha 1:
concentrado de bacteriocinas; Linha 2: fragdo eluida da resina sephadex G-15;
Linha 3: fracao eluida da resina SP-sepharose; Linha 4: fracao eluida da resina
DEAE-sepharose.



5 DISCUSSAO

As concentracdes com cloroféormio realizadas dos sobrenadantes A e B,
denominados concentrado A e B, apresentaram atividade antimicrobiana de
12800 AU/mL e 25600 UA/mL, respectivamente. Ferreira et al. (2007), quando
realizaram o estudo da cepa Enterococcus mundtii 115, verificaram que esta
cepa também apresentou uma variagdo quanto a atividade antimicrobiana
quantificada em UA/mL, contra a mesma bactéria indicadora Listeria innocua
33090, em trés sobrenadantes livres de células produzidos em datas
diferentes, os quais foram quantificados entre 100 e 400 UA/mL.

Os métodos de extracdo de bacteriocinas podem ser baseados na sua
afinidade a solventes organicos e na sua variagao de solubilidade em solug¢des
salinas concentradas, entre outros. O cloroférmio tem um indice de polaridade
de 4,1 e a solubilidade em agua é de apenas 0,815%, sendo considerado
quase imiscivel em agua. Estas propriedades tornam o cloroférmio adequado
para a concentracido de bacteriocinas do meio de cultura, pois a interface entre
o cloroférmio e 0 meio aquoso gera um ambiente ideal para a concentragdo de
substancias anfifilicas como as bacteriocinas. A mistura do sobrenadante da
cultura com o cloroférmio permite a migragdo das bacteriocinas do meio

aquoso para a camada interfacial (Burianek & Yousef et al., 2000).
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Outros autores também utilizaram a extracdo por cloroférmio para
concentrar as bacteriocinas do sobrenadante livre de células. Park et al. (2003)
usaram o cloroférmio para concentrar as bacteriocinas produzidas pela cepa de
Enterococcus faecium JCM 5804 e Rai et al. (2009) usaram esta técnica para
concentrar as bacteriocinas produzidas pela cepa isolada de curtumes
Enterococcus faecium HABO1.

As resinas utilizadas neste trabalho foram: sephadex G-15, resina de gel
filtracao; SP-sepharose, resina de troca catidnica e DEAE-sepharose, resina de
troca anidbnica. As cromatografias destas resinas foram realizadas
separadamente e as fracdes eluidas de cada uma puderam ser comparadas e
caracterizadas. Poucos autores utilizam a resina de sephadex G-15 para
purificacdo de bacteriocinas, provavelmente por esta ter uma faixa de
separagao muito pequena. Gibson & Wang (1994) utilizaram a resina para
purificar compostos antimicrobianos produzidos por Bifidobacterium infantis e
Anand et al. (1985) purificaram através da sephadex G-15 a bacteriocina
Bifidina produzida por Bifidobacterium bifidum. Hou et al. (2007) purificaram um
peptideo antimicrobiano com peso molecular de 8 kD extraido de larvas de
moscas, utilizando esta mesma resina. Quanto ao uso de resinas de troca
ibnica, a maioria dos estudos com bacteriocinas utilizam resinas catibnicas
para realizar a purificacdo, em geral a SP-sepharose (Hata et al., 2009;
Izquierdo et al., 2008; Line et al., 2008). Mas alguns autores utilizaram DEAE-
sepharose para purificagdo das bacteriocinas em seus trabalhos (Eraso & Inés,
2004; ElI-Shafie et al., 2008; Motta et al., 2007). Todos os autores utilizaram

estas resinas como uma das etapas do processo total de purificacdo, nenhum
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trabalho até o momento comparou o desempenho das cromatografias
separadamente.

Nao existem protocolos especificos e ja determinados que possam ser
realizados, sem riscos de ocorrerem situacdes imprevisiveis, para a purificacéo
de bacteriocinas. Os protocolos de purificagdo, geralmente, séo realizados na
forma “tentativa e erro”, até que se estabelegam passos a serem seguidos para
a obtencao do peptideo puro. O processo para a obtencao de uma bacteriocina
altamente pura é bastante complexo e, geralmente, envolve varias etapas
desde a concentragao até o uso de diferentes cromatografias. A realizagdo de
apenas uma etapa apos a concentragao, dificilmente promove a purificacdo
total de uma bacteriocina, mas utilizar diferentes cromatografias
separadamente € muito util no intuito de se obter informagdes sobre o
desempenho de cada uma. Poder comparar o rendimento, o grau de
purificacdo e a estabilidade em diferentes tratamentos, pode facilitar muito a
escolha dos métodos cromatograficos no desenvolvimento de um protocolo que
atinja os obijetivos finais, sejam para a aplicagdo da bacteriocina na industria ou
para estudos futuros.

Neste trabalho foram realizadas cromatografias em batelada em resinas
de troca idnica. A partir do estabelecimento de um intervalo de concentragao de
molaridade, para a eluicdo adequada das bacteriocinas, a cromatografia em
resina de troca i6nica, em forma de batelada, pode tornar o processo de
purificacdo mais rapido e muito mais facil, sendo desnecessario o uso de varios

instrumentos especificos, quando comparado com a cromatografia em coluna,
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ja que apds o valor do intervalo ser conhecido, podem-se realizar apenas duas
eluicdes para se obter a bacteriocina parcialmente purificada.

Apods a cromatografia em batelada das resinas de troca ibnica, verificou-se
que os sobrenadantes (fragdo nao-ligada) apresentaram atividade
antimicrobiana, o que sugere a presenca de moléculas catidnicas e anidnicas.
Ja que a “fracdo nao-ligada” coletada da resina catidbnica SP-sepharose
representa as moléculas com carga anidnica, e o contrario ocorre na “fragéo
nao-ligada” coletada da resina aniénica DEAE-sepharose. Como as fragdes
eluidas (fracéo ligada) de cada resina de troca ibnica apresentaram atividade
antimicrobiana, pode-se sugerir que a cepa E. mundti 115 produza
bacteriocinas com peso molecular muito similar, de acordo com o resultado do
gel SDS-PAGE, mas com cargas ibnicas diferentes.

Vérias bacteriocinas com grande potencial industrial tém sido purificadas e
caracterizadas. Os resultados promissores destes estudos enfatizam a
importante fungdo que as cepas de BAL bacteriocinogénicas e funcionais
podem representar na industria de alimentos. Sendo utilizadas como culturas
iniciadoras, culturas adjuntas ou biopreservantes, quando as bacteriocinas séo
adicionadas diretamente, melhorando a qualidade e seguranga dos alimentos.
No processo de purificacdo de bacteriocinas, do ponto de vista industrial, uma
maior recuperacao € mais vantajosa do que um fator de purificagdo maior. Em
geral, a maior recuperagao implica em um menor custo de produgédo e menor
tempo de obtengdo do produto. A nisina, que € a unica bacteriocina liberada
pela Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e utilizada como aditivo

na industria alimenticia, é aplicada nos alimentos como um concentrado
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parcialmente purificado obtido do leite fermentado pela cepa produtora
Lactococcus lactis (Galvez et al., 2008). Portanto, as bacteriocinas produzidas
pela cepa E. mundti 115 poderiam ser usadas na industria apenas
concentradas, ja que a recuperacdo € maior quando comparada com a
recuperacdo apds a realizagdo das cromatografias. Mas seria necessario
utilizar outra técnica, pois apesar de o cloroférmio ser um solvente de baixo
custo, ele também é extremamente toxico e de dificil manuseio por ser muito
volatil.

Quanto ao ponto de vista cientifico, um fator de purificacdo alto € muito
importante, pois, geralmente, o objetivo €& estudar a molécula, suas
caracteristicas bioquimicas e genéticas, possivel toxicidade, desenvolver
ensaios clinicos e testar novas aplicagbes e, para que isso seja possivel é
necessario um alto grau de purificagdo. As fragbes purificadas utilizando a
resina catidnica SP-sepharose foram as que apresentaram maior fator de
purificacdo, que foi em torno de 20 vezes, quando comparadas com as fracdes
obtidas das outras resinas e dos concentrados.

Os concentrados e as fracdes parcialmente purificadas através das
resinas de troca ibnica e gel filtragdo foram aquecidos entre 50 e 121° C. As
amostras demonstraram grande estabilidade térmica, mantendo até 92% de
suas atividades antimicrobianas quando aquecidas por 30 minutos até 100° C,
mas quando aquecidas a 121° C, mantiveram entre 80 e 55% de sua atividade,
sendo que a fragao eluida da resina DEAE-sepharose foi a mais instavel. Uma
das principais caracteristicas das bacteriocinas produzidas por BAL é sua

estabilidade a diferentes temperaturas, em geral todas se mantém estaveis até
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100 °C e podem perder mais da metade de sua atividade antimicrobiana
quando aquecidas acima de 120 °C. A Enterocina SE-K4, produzida por
Enterococcus faecalis K-4 (Eguchi et al., 2001), manteve 100% de sua
atividade em 60, 80 e 100 °C até 30 minutos, mas quando aquecida a 120 °C
por 10 minutos sua atividade residual foi de apenas 25%. A Enterocina HJ35,
produzida por E. faecium HJ35 (Yoon et al., 2005), manteve 100% de sua
atividade entre 40 e 100°C, mas ficou inativa quando incubada a 121 °C por 15
minutos. O mesmo aconteceu com a bacteriocina ST15, produzida por
E. mundtii ST15 (Kwaadsteniet et al., 2005), que foi estavel por 90 minutos a
30, 60 e 100 °C, mas também perdeu sua atividade quando aquecida a 121°C
por 20 minutos.

Essa estabilidade térmica confere uma grande vantagem no uso das
bacteriocinas em alimentos que durante o processo de fabricagao precisam ser
aquecidos a altas temperaturas. Rouse & Van Sinderen (2008) destacam que
durante a fabricagdo da cerveja, o mosto antes de ser fervido fica suscetivel ao
crescimento de bactérias Gram-positivas termofilicas. Mas, ao acrescentar
bacteriocinas termoestaveis neste ponto da producdo pode-se prevenir ou até
eliminar o crescimento destes microrganismos, evitando problemas nos
préoximos estagios da fermentagéo.

Os concentrados e as fragdes parcialmente purificadas também foram
incubados com tampdes de diferentes pHs e apresentaram boa estabilidade,
mas as bacteriocinas foram mais ativas na presencga dos pHs acidos 2 a 5. As
fracdes eluidas das resinas SP-sepharose e DEAE-sepharose apresentaram

grande diminui¢cdo da atividade residual nos pHs alcalinos 9 e 10, chegando a
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manter 64,5 e 55% de suas atividades, respectivamente. A maioria das
bacteriocinas € estavel a variacao de pH, sendo que muitas sdo mais ativas em
pH baixo. As bacteriocinas produzidas por Enterococcus faecium isolado de
queijo tunisiano (Ghrairi et al., 2005), foram estaveis em uma faixa de pH 2 a
10, mas sua atividade antimicrobiana foi mais alta quando incubada nos pH
acidos. A bacteriocina E 50-52, produzida por E. faecium E 50-52 (Svetoch et
al., 2008) foi incubada em tampdes com pH entre 3 e 10 e foi inativada nos pH
9 e 10. Foulquié Moreno et al. (2003) isolaram e caracterizaram varias
enterocinas de diferentes fontes e todas apresentaram maior atividade
antimicrobiana quando incubadas com pHs acidos, sugeriram que esta
caracteristica poderia estar envolvida com os valores de ponto isoelétrico (pl)
de bacteriocinas, que geralmente fica entre 8 e 11, o que implica no aumento
da solubilidade desses peptideos a medida que o pH diminui. Existem outras
caracteristicas que explicariam o aumento da atividade antimicrobiana em pHs
acidos: poucas moléculas ficam adsorvidas as células, aumentando também o
numero de moléculas disponiveis e a interacdo das bacteriocinas com
receptores de membrana podem ser inibidos na presenga de pH alcalinos (Jack
et al., 1995).

Tanto os concentrados de bacteriocinas quanto as fragdes eluidas
das resinas de troca ibnica e de gel filtracdo apresentaram atividade
antimicrobiana contra Listeria monocytogenes ATCC 15313; Listeria
monocytogenes ATCC 19112 e Listeria innocua ATCC 33090, mas perderam a
atividade contra a Salmonella enteritidis. Essa mudanga no espectro, apés a

concentracdo e purificagdo das bacteriocinas, pode ter ocorrido por varios
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motivos: o sobrenadante livre de células apds concentracao e purificagao pode
ter perdido alguma substancia, que € diferente das bacteriocinas, e que estava
inibindo o crescimento da S. enteritidis ou o que também pode ter ocorrido &
que devido a cepa de S. enteritidis, utilizada para testar a manutengao do
espectro antimicrobiano neste trabalho, ndo ter sido a mesma utilizada por
Ferreira et al. (2007), a cepa utilizada anteriormente pertencia a colegao do
DMIC (Departamento de Microbiologia — UFRGS) e ndo pdde ser recuperada
durante os novos experimentos. Possivelmente, esta cepa diferente de
S. enteritidis é resistente as bacteriocinas produzidas por E. mundtii 115.
Algumas cepas de uma mesma espécie de bactéria podem apresentar
resisténcia a determinadas bacteriocinas enquanto outras cepas sao sensiveis.
As cepas de Listeria sp., como a L. monocytogenes V7 e a L. innocua LB1,
foram descritas como resistentes as bacteriocinas Enterocina A, Mesentericina
Y105, Divercina V41 e Pediocina AcH, que pertencem a classe lla (Ennahar et
al., 2000). Vadyvaloo et al. (2004) e Calves et al. (2008) encontraram
mudancas em subunidades do sistema fosfotransferase de cepas de
Enterococcus faecalis e Listeria monocytogenes resistentes a Divercina V41.
As bacteriocinas produzidas por E. mundtii 115 possuem atividade
antimicrobiana contra o género Listeria, assim como as bacteriocinas da classe
lla, que tem como principal caracteristica a atividade anti-listerial, e muitas
enterocinas ja caracterizadas pertencem a esta classe. As bacteriocinas com
largo espectro antimicrobiano podem ser vistas como biopreservantes
melhores para o uso na conservagao de alimentos, mas sob determinadas

condicdes, bacteriocinas com estreito espectro antimicrobiano podem ser mais
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indicadas para a conservagao. Como a Sakacina P (Tichaczek et al., 1994),
que possui um espectro limitado contra BAL, mas é muito efetiva contra
L. monocytogenes, podendo ser aplicada em produtos fermentados por BAL e
que tendem a ser contaminados por bactérias do género Listeria.

Por definicdo, as bacteriocinas sio inativadas por pelo menos um
tipo de protease (Minamikawa et al., 2005). A atividade antimicrobiana dos
concentrados foi diminuida e das fracdes parcialmente purificadas foi inativada
apos o tratamento com as proteases proteinase K e tripsina, € néo foi alterada
apdés o tratamento com a lisozima. Estes resultados demonstraram a
caracteristica protéica das amostras e que nao existem associacbes com
moléculas de carboidratos nas bacteriocinas. Outros trabalhos obtiveram
resultados similares, como a Bacteriocina E 50-52 (Svetoch et al., 2008),
produzida por Enterococcus faecium, a Enterocina E-760 (Line et al., 2008),
produzida por E. durans, e a Enterocina MR99 (Sparo et al., 2006), produzida
por E. faecalis, que foram degradadas por beta-quimiotripsina, proteinase K e
papaina, mas foram resistentes a lisozima e lipase. Algumas bacteriocinas
podem ser sensiveis a lisozima, como a Bacteriocina N15, produzida por
E. faecium N15 (Losteinkit et al., 2001), o que sugere que a atividade
antimicrobiana desta bacteriocina depende de moléculas de carboidratos.

O peso molecular das bacteriocinas em todas as amostras foi de
aproximadamente 3 kD. Entre as enterocinas melhor caracterizadas até o
momento, a maioria pertence a classe lla e apresentam um peso molecular de
3 a 6 kD. Nao foram observadas bandas de proteinas correspondentes as

bacteriocinas, isto pode ter acontecido devido a baixa concentragao destas nas
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amostras, ndo sendo possivel corar as bandas com o corante Coomasse blue,
que tem poder de detecgao a partir de 100 ng de proteina.

A fracao eluida da resina sephadex G-15 continha proteinas de peso
molecular muito maior que o peso das bacteriocinas, demonstrando a
possibilidade das bacteriocinas estarem sendo eluidas da coluna no volume
morto. Algumas bacteriocinas podem permanecer como agregados com alto
peso molecular, em torno de 30 a 300 kD, quando estdo no seu estado natural.
Estes agregados acabam induzindo a determinacgao errada do peso molecular
durante as purificagdes com resinas de gel filtragdo. Isso geralmente acontece
com bacteriocinas apolares e de baixo peso molecular, que interagem com
material extracelular de células lisadas, como debris da parede celular e
micelas dos acidos lipoteicoicos, e com outros compostos apolares do meio de
cultura (Cintas et al., 2001). Estes agregados também podem estar associados
com a natureza hidrofébica dos peptideos (Oscariz & Pisabarro, 2000).

Através do gel de poliacrilamida péde ser verificado o grau de
pureza das amostras parcialmente purificadas. De acordo com o0 numero de
bandas, a fracao eluida da resina SP-sepharose foi a que apresentou maior
grau de pureza e a resina sephadex G-15 apresentou o menor grau, pois 0
padrdao de bandas foi quase igual ao do concentrado de bacteriocinas. Estes
resultados demonstram que utilizar a resina sephadex G-15 como primeira
etapa, no desenvolvimento de um protocolo de purificagdo, ndo € vantajoso,
visto que ndo ocorre uma boa separacdo das bacteriocinas produzidas pela
cepa E. mundtii 115, o ideal seria utilizar esta resina como segunda etapa.

Enquanto a resina SP-sepharose poderia ser utilizada como primeira etapa, ja
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que a separacao da bacteriocina de outras proteinas contaminantes foi maior

que as outras resinas testadas.



6 CONCLUSOES

1 — As bacteriocinas produzidas por Enterococcus mundtii 115 se
ligam a resinas de troca catidnica e anibnica, sugerindo que sejam produzidas
diferentes bacteriocinas com carga positiva e com carga negativa, mas com
peso molecular similar.

2 — As cromatografias em batelada podem ser utilizadas para
purificacdo parcial de bacteriocinas, tornando essa etapa mais rapida e facil
durante o processo de purificagao.

3 — Os concentrados e as bacteriocinas parcialmente purificadas
foram estaveis ao tratamento térmico entre 50 e 100° C e apresentaram maior
atividade antimicrobiana quando incubados em pH acido.

4 — Os concentrados e as bacteriocinas parcialmente purificadas
foram suscetiveis a acdo de proteases e resistentes a lisozima, demonstrando
a natureza protéica e que nao ha associagdes com moléculas de carboidratos
relacionadas a atividade antimicrobiana.

5 — Com base nos resultados obtidos foi possivel comparar o
desempenho das resinas:

- Verificou-se que as fracdes parcialmente purificadas com

a resina SP-sepharose foram as que apresentaram maior grau de
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purificacdo, maior fator de purificagdo e menor recuperacdo da
atividade.

- As fracbes parcialmente purificadas com a resina DEAE-
sepharose foram as que apresentaram maior instabilidade ao
aquecimento a 121° C e quando incubadas em pH 10, mas
demonstraram a maior estabilidade nos pHs 2 a 5.

- As fracbes parcialmente purificadas com a resina
sephadex G-15 foram as que apresentaram menor grau de
purificacdo, menor fator de purificagdo, maior recuperagao da
atividade, melhor estabilidade térmica e melhor estabilidade a
variagao de pH, provavelmente, devido a semelhanga do seu perfil

protéico (SDS-PAGE) ao do concentrado.



7 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo das bacteriocinas tem muito a nos oferecer, pois 0 uso
destas em diferentes aplicagdes pode ser infinita. Muitos estudos ja realizados
demonstram a aplicabilidade em diversos tipos de alimentos, o que talvez falte
ainda é a interacéo da industria com o meio académico.

A partir dos resultados deste trabalho, podem ser desenvolvidos
protocolos para a purificacédo total, sequenciamento dos aminoacidos e ponto
isoelétrico das bacteriocinas produzidas pela cepa E. mundtii 115 e a aplicagéo
tanto da cepa quanto das bacteriocinas concentradas em alimentos. Ainda
poderiam ser realizados testes de toxicidade e citotoxicidade, otimizacdo da

producao, escalonamento para producao industrial e novas aplicacoes.
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