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RESUMO - O objetivo desse trabalho foi extrair os peptideos produzidos por Bacillus amyloliquefaciens P5 e
determinar sua acdo antimicrobiana. Para isso, primeiramente, realizou-se o cultivo em trés meios (caldo BHI,
caldo Landy e caldo soro de queijo (CSQ)). Com o sobrenadante bruto filtrado (0,22 um) foi verificada a acgdo
antimicrobiana em relacdo a micro-organismos contaminantes de alimentos, através da titulacio em Unidades
Arbitrarias por mL (UA/mL) seguida da técnica de 4gar difusdo em BHI solido. Posteriormente, utilizou-se a
técnica de extracdo, das substincias antimicrobianas no sobrenadante, com isobutanol. Os testes de antagonismo
mostraram que Listeria monocytogenes ATCC 7644 foi sensivel a(s) substincia(s) estudadas e que bactérias
Gram-negativas demonstraram sensibilidade apenas quando adicionou-se EDTA como agente quelante. Portanto,
os peptideos produzidos por B. amyloliquefaciens P5 apresentam potencial para inibi¢do de um importante
patégeno alimentar, sendo que mais estudos estdo sendo realizados para melhorar a acdo antimicrobiana dessas
substancias utilizando a nanotecnologia.

ABSTRACT - The objective of this ongoing study is to make contributions related to food safety through the
development of new conservation technologies with the use of these antimicrobial substances. Bacillus
amyloliquefaciens P5 was used for the production of these substances with subsequent partial purification, which
will be followed by encapsulation in chitosan nanovesicles. Cultivation was carried out in three media (BHI broth,
Landy broth and whey cheese broth (CSQ)). With the filtered crude supernatant (0.22 um), the antimicrobial
action against food contaminating microorganisms was verified, through titration in Arbitrary Units per mL (UA
/ mL) followed by the diffusion agar technique in solid BHI. Subsequently, the isobutanol extraction technique
was used. Antagonism tests showed that only Listeria monocytogenes ATCC 7644 demonstrated sensitivity to the
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substance (s) studied and that Gram negative bacteria demonstrated sensitivity to the substance (s) by adding
EDTA as a chelating agent.

PALAVRAS-CHAVE: peptideos antimicrobianos; patégenos alimentares; difusdo em 4gar; extra¢cdo com
isobutanol.

KEYWORDS: antimicrobial peptides; food pathogens; agar diffusion; isobutanol extraction.

1. INTRODUCAO

A contaminagdo por micro-organismos contaminantes de alimentos representa um problema tanto
econdmico, para a inddstria, como também um problema de satde publica. Neste contexto, a busca por novas e
promissoras substancias antimicrobianas € de grande importancia. Dentre estas novas substancias, as bacteriocinas
tém se mostrado muito eficazes no combate a patdgenos, podendo apresentar status GRAS (“Generally
Recognized as Safe”), sendo seguras para a industria alimenticia (MOTTA; LORENZINI; BRANDELLI, 2007).

A utilizagdo de peptideos antimicrobianos tanto para estudo como para aplicacido requer a purificagdo
parcial ou completa destas substincias. Como as substancias diferem em estrutura e peso molecular € muito dificil
adotar um Unico protocolo de purificagdo. Geralmente, a purificacdo das substancias inicia-se com a centrifugacio
da cultura, a fim de separar as células do sobrenadante. Este método € eficiente, j4 que apos secretadas, as
substincias se aderem na parede celular ou ficam livres no meio onde sdo secretadas (LEAS, 2012).

Diversas técnicas sdo utilizadas a fim de concentrar as substincias, sendo a precipitagdo com sulfato de
amodnio amplamente utilizada (SIRTORI, 2006). Ha técnicas que dependem de menos etapas, como a extragao
com solventes organicos, como a precipitacdo com butanol (KAWULKA et al., 2004. STEIN, 2008). Esta técnica,
apesar de levarem a preparagdes antimicrobianas altamente puras, apresenta o rendimento final baixo. Estes
procedimentos funcionam perfeitamente para escalas laboratoriais, no entanto, novas técnicas devem ser
estudadas para tornar vidvel sua utilizacdo em escala semi-industrial.

E notével que o uso de estratégias bacterianas para inibicio de patégenos representa um campo promissor
na industria alimenticia e sempre se faz necessario o uso de novas métodos para garantir a estabilidade e o controle
da liberag@o destas substancias. A nanotecnologia pode ser utilizada para proteger diversos compostos quimicos
e/ou naturais apresentando um grande potencial para uso através da liberacdo controlada destas substincias e
aumento de sua estabilidade, permitindo assim um incremento na vida ttil dos produtos (UTENG et al., 2002;
MALHEIROS et al. 2012). O objetivo desse trabalho foi, em uma primeira etapa, extrair os peptideos produzidos
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por Bacillus amyloliquefaciens PS5 e determinar sua acdo antimicrobiana. Posteriormente, pretende-se
nanoencapsular esses peptideos visando incrementar a inibicdo das bactérias determinadas na primeira etapa.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Producao da(s) substancia(s) antimicrobiana(s)

As coldnias de Bacillus amyloliquefaciens P5 foram reativadas em 4gar Infusdo de Cérebro e Coracdo
(Brain Heart Infusion - BHI) s6lido e coletadas por raspagem e, apds, transferidas para frasco Erlenmeyer de 125
mL contendo 20 mL de caldo BHI. Apds, este frasco que caracteriza o pré-indculo, foi incubado a 37 °C por 24
h, em incubadora com agitagéo orbital — shaker (125 rpm).

Para o in6culo, transferiu-se uma aliquota de 1% (v/v) do pré-in6culo para frascos Erlenmeyer de 500 mL
contendo 200 mL de caldo BHI, caldo CSQ (TECH, 2019) e caldo Landy (PEREZ, 2014). A cultura foi incubada
por 24 h em incubadora com agita¢do (125 rpm) a 42 °C. Apds este periodo, a cultura foi centrifugada durante 15
min. a 10.000 g 4 °C e o sobrenadante foi esterilizado por filtragcdo através de filtros de celulose com porosidade
de 0,22 um acoplados a seringas. Os filtrados foram conservados em geladeira a 4 °C até utiliza¢do, por um
periodo méaximo de 7 dias. Este processo constitui a primeira etapa de purificacio, obtendo-se assim a substincia
parcialmente purificada (sobrenadante bruto e filtrado) (PEREZ et al., 2017).

2.2 Titulacao antimicrobiana do sobrenadante bruto

Utilizou-se o método da diluicdo seriada para determinar o nimero de unidades arbitrarias por mL
(UA/mL) no sobrenadante bruto, ou seja, a atividade antimicrobiana contra determinado micro-organismo. Para
isto, apds a obtencdo do sobrenadante bruto filtrado os mesmos foram diluidos sucessivamente em placas de
microtitulacdo a partir da propor¢do 1:1 (v/v) em solucdo fisiologica esterilizada (NaCl 0,85%). Procedeu-se entdo
com o teste de dgar-difusdo onde aliquotas de 20 pL dessas dilui¢des foram inoculadas diretamente na forma de
um “spot” na superficie de placas contendo d4gar BHI com uma suspensio de 10% células/mL (padronizadas em
espectrofotdmetro no intervalo de 0,08 a 0,15 nm) em solugdo fisioldgica esterilizada (NaCl 0,85%) dos micro-
organismos indicadores espalhadas. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e o titulo designado como UA/mL
foi definido como sendo a reciproca da ultima dilui¢do que apresentou halo de inibi¢do (KIMURA et al., 1998).

Em seguida, a atividade antibacteriana foi calculada e expressa em unidades arbitrarias (UA/mL)
empregando-se a equacdo: “UA = titulo X 1000 pL. X v-1 (uL)” sendo o “v” o volume do extrato utilizado no
ensaio (BATDORJ et al., 2006), de 20 puL. Os ensaios contra as bactérias Gram-negativas foram realizados
adicionando-se 10 pLL de EDTA 5M aos pogos da placa de dilui¢do, misturando-se com o sobrenadante bruto
filtrado. Todos os testes foram realizados em duplicata.
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2.3 Extracao com iso-butanol do sobrenadante da cultura

A bactéria produtora Bacillus amyloliquefaciens P5 foi incubada por 24 h a 37 °C em caldo BHI (pré-
in6culo). Entdo, preparou-se os indculo a 1% em caldo BHI, CSQ e Landy e estes foram incubados a 37 °C por
24 h a 125 rpm (PEREZ et al., 2017). Apés, centrifugou-se o caldo de cultura com o crescimento bacteriano a
10.000 g, por 10-15 min. a 4 °C. Em seguida, filtrou-se os sobrenadantes em um sistema de filtragem a vicuo com
membranas de celulose (0,22 um) e adicionou-se ¥4 do volume de isobutanol, deixando-se em agita¢do por 1 h
(agitador magnético em capela de exaustdo quimica). Transferiu-se, entdo, as misturas para funis de separacio e
as mesmas foram deixadas em temperatura ambiente “overnight”. Posteriormente, a fase orgéanica (superior) foi
transferida para placas de Petri e deixadas a temperatura de 37 °C overnight. Os residuos foram suspensos
adicionando-se 10 mL de metanol. Em seguida, a fim de verificar se houve um aumento na atividade
antimicrobiana, realizou-se um novo teste de antagonismo, como descrito no item 2.2. As suspensdes que ndo
foram utilizadas foram armazenadas em um freezer a -22 °C.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade antimicrobiana

As bactérias avaliadas para determinar o espectro de acdo antimicrobiana foram: Gram positivos —
Staphylococcus aureus, B. cereus ATCC 14579, L. monocytogenes ATCC 7644. Gram-negativos: Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29121, Salmonella typhimurium. Os resultados dos testes
de antagonismo mostraram que apenas Listeria monocytogenes ATCC 7644 demonstrou sensibilidade a(s)
substancia(s) estudadas, como mostra a Figura 1. Podemos observar que, dos meios testados, o caldo BHI foi o
que demonstrou melhores resultados (400 UA/mL), seguido do CSQ (100 UA/mL) e caldo Landy que ndo
apresentou nenhum resultado satisfatorio.

Os testes de antagonismo utilizando EDTA como agente quelante contra bactérias Gram-negativas
apresentaram resultados satisfatorios contra os micro-organismos testados, com os seguintes resultados: Caldo
BHI - P. aeruginosa ATCC 27853 (3200 UA/mL), S. typhimurium (3200 UA/mL) e E. faecalis ATCC 29121
(800 UA/mL). CSQ - P. aeruginosa ATCC 27853 (800 UA/mL), S. typhimurium (1600 UA/mL) e E. faecalis
ATCC 29121 (3200 UA/mL). No entanto, € incerto afirmar se esta sensibilidade apresentada € devida a acdo da
substincia ou a concentracdo do EDTA (5M). Sera necessario realizar mais testes com concentragcdes menores de
EDTA para se obter resultados mais consistentes.

3.2 Extracao com isobutanol

A extrac@o com isobutanol apresentou resultados satisfatérios apresentando a formagdo de um precipitado
na fase superior para os 3 meios testados. No entanto, nem todo o precipitado é formado por bacteriocinas ja que
existem outras substancias no sobrenadante. A extragdo com isobutanol se mostrou uma técnica eficiente e uma
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boa estratégia para concentracdo da(s) substancia(s). Nos testes de antagonismo realizados com a substancias
semi-purificada foi observado um aumento significativo se comparada a substincia bruta filtrada. Novamente,
apenas L. monocytogenes apresentou sensibilidade (3200 UA/mL), o aumento da concentracdo foi apenas
observado para o caldo BHI, e para o CSQ (100 UA/mL) ndo foi observada diferenca significativa, como mostra
a Figura 1.

Figura 1 — Resultados das atividades antimicrobianas de B. amyloliquefaciens P5 inoculadas diretamente sobre
agar BHI contendo Listeria monocytogenes ATCC 7644. Em (A) atividades provenientes do sobrenadante bruto
de caldo BHI (400 UA/mL). Em (B) de Caldo Soro de Queijo — CSQ (200 UA/mL). Em (C) atividades
antimicrobianas da substancia semi-purificada (caldo BHI — 3200 UA/mL) de B. amyloliquefaciens P5 inoculadas
em agar BHI contendo L. monocytogenes ATCC 7644 e em (D) proveniente da substincia semi-purificada de
CSQ (100 UA/mL).

Fonte: Autores, 2020.

4 CONCLUSOES

Os resultados dos testes de antagonismo mostraram que apenas Listeria monocytogenes ATCC 7644
demonstrou sensibilidade a(s) substancia(s) estudadas. Podemos concluir que, dos meios testados, o caldo BHI
foi o que demonstrou melhores resultados, seguido do CSQ e caldo Landy que néo apresentou nenhum resultado
satisfatério. Os micro-organismos Gram-negativos testados apresentaram sensibilidade, no entanto, € incerto
afirmar que se a sensibilidade é devido a substincia ou ao EDTA, mais testes devem ser realizados. Podemos
afirmar também que a estratégia de purificagdo da substincia antimicrobiana escolhida foi um sucesso com o
caldo BHLI, ja que o espectro de acdo foi maior (3200 UA/mL) comparado aos testes com o sobrenadante bruto
filtrado (400 UA/mL). Nio foi observada diferenca entre os testes com o sobrenadante bruto filtrado e a substancia
semi-purificada nos tratamentos com CSQ. Pretende-se ainda realizar testes para detecgo da atividade antifingica
para fim de verificar o espectro de acao da(s) substancia(s). Em suma, espera-se seguir para o encapsulamento da
substincia semi-purificada em nanovesiculas e, no futuro, realizar sua aplicacdo direta em diferentes matrizes
alimentares.
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