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RESUMO

Alguns microrganismos possuem a capacidade de produzir substancias
que podem influenciar no desenvolvimento de outros microrganismos. Desde os
anos 50 é relatada a capacidade de vérias espécies de bactérias do género
Bacillus de produzir substancias com atividade antimicrobiana como peptideos,
também denominados de bacteriocinas e enzimas como a subtilisina, subtilina, as
proteases e as termolisinas. Muitos desses peptideos e enzimas tém sido
caracterizados bioquimicamente e geneticamente. Embora sejam conhecidas, a
funcdo estrutural, a biossintese e modo de acao de alguns peptideos
antimicrobianos e enzimas, muitos aspectos desses compostos ainda
permanecem desconhecidos. Frente a essa realidade, o presente estudo
investigou a atividade antibacteriana e antifingica e a toxicidade in vitro e in vivo
do extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens R 10. O extrato bruto antibacteriano
de Bacillus amyloliquefaciens R 10 foi obtido por técnicas de precipitacdo de
proteinas, centrifugacao, didlise e esterilizacao por filtracdo. A padronizacao das
andlises toxicoldgicas e de atividade antibacteriana e antifungica foi realizada pela
determinacdo da concentracdo de proteinas do extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens R 10. O ensaio de atividade antibacteriana e antifungica foi
realizado pela técnica de difusdo em pocos. Dentre os diferentes indicadores
utilizaram-se bactérias Gram-positivas (Listeria monocytogenes NCTC 098630,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Enterococcus faecalis ATCC 29212),
Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium
ATCC 14028, Enterobacter aerogenes ATCC 13048 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027), fungos (Aspergillus fumigatus ATCC 9197 e Penicillium commune
J 238) e leveduras (Rhodotorula muscilaginosa J 350, Pichia anomala DSM 70255
e Kluveromyces marxianus ATCC 16045). O extrato bruto foi testado nas
concentracdes de 5, 20, 40, 60 e 80ug de proteinas, em ambos 0s ensaios de
atividade antimicrobiana. Para avaliar a toxicidade do extrato bruto antibacteriano
de Bacillus amyloliquefaciens R 10 foram utilizados ensaios in vitro
(genotoxicidade) e in vivo (toxicidade aguda em ratos e camundongos e
toxicidade de doses repetidas em camundongos). A investigacdo da
genotoxicidade com células VERO ATCC-CCL 81 foi realizada pelo ensaio
Cometa, utilizando-se 60, 80 e 100ug de proteinas do extrato bruto. Para analise
toxicolégica aguda em ratos Wistar (Rattus norvegicus), utilizou-se um grupo de
10 animais (5 machos e 5 fémeas) tratado com o extrato bruto, por gavagem oral,
com a dose de 2.000ug/kg (dose maxima recomendada). Os animais foram
pesados no inicio e no final do experimento e observados por 14 dias quanto aos
possiveis sinais de toxicidade (morte, coma, convulsdo, prostracdo, ataxia,
tremores, alteracao na pele ou pélo, alteragcdo nas mucosas, diarréia e salivacao).
Para analise toxicolégica aguda em camundongos Swiss (Mus musculus), utilizou-
se o extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 por gavagem
oral, numa unica administracdo, nas doses de 5, 50, 500 e 5.000ug/kg a
80 camundongos (40 machos e 40 fémeas, contendo 10 animais por grupo).
Outros 20 camundongos (10 machos e 10 fémeas) receberam veiculo (salina,
NaCl 0,9%), pela mesma via. Para analise toxicologica de doses repetidas em
camundongos Swiss (Mus musculus) utilizou-se o extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 administrado por gavagem oral, por um periodo
de 90 dias nas doses de 50, 500 e 5.000ug/kg em 120 animais (60 machos e



60 fémeas, contendo 20 animais por grupo). Outros 40 camundongos (20 machos
e 20 fémeas) receberam veiculo (salina, NaCl 0,9%), pela mesma via. Constatou-
se nos ensaios de atividade antimicrobiana que o extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 nao apresentou atividade contra os bolores e as leveduras
nas concentracées testadas, e somente apresentou atividade antibacteriana
frente Listeria monocytogenes NCTC 098630. O extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 nao foi genotdxico para células VERO na
concentracdo de 60ug/ml, porém apresentou genotoxicidade nas concentracbes
de 80 e 100ug/ml. Na analise toxicologica aguda em ratos a dose letal 50 (DLso)
foi superior a 2.000ug/kg. Na analise toxicoldégica aguda em camundongos, 0
extrato bruto apresentou boa tolerabilidade e reduzidos efeitos tdxicos agudos
importantes, com DLsg superior a 5.000ug/kg. Ja na analise toxicoldgica de doses
repetidas, a non toxic adverse effect level (NOAEL) para o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 situa-se entre as doses de 50 e
500ug/kg. Os resultados indicam que o extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 apresenta um grande potencial como conservador natural
de alimentos, dada sua marcante atividade antilisterial e sua relativa segurancga
toxicologica.

Palavras-chave: Bacillus amyloliquefaciens, antimicrobianos, toxicidade.



ABSTRACT

Some microorganisms are able to produce substances that can influence
the growth of other microorganisms. The ability of various bacterial species of the
genus Bacillus to produce substances with antimicrobial activity such as peptides,
also called bacteriocins, and enzymes such as subtilisin, subtilin, proteases and
thermolysins has been reported since the 1950’s. Many of these peptides and
enzymes have been characterized biochemically and genetically. Although the
structural function, biosynthesis and mode of action of some antimicrobial peptides
and enzymes have been identified, many aspects of these compounds are still
unknown. The present study investigated the antibacterial and antifungal activity
and the in vitro and in vivo toxicity of the crude extract of Bacillus
amyloliquefaciens R 10. The antibacterial crude extract of Bacillus
amyloliquefaciens R 10 was obtained by techniques of protein precipitation,
centrifugation, dialysis and sterilization through filtration. The standardization of
the toxicological analysis, and antibacterial and antifungal activity was realized by
determining the concentration of proteins in the crude extract of Bacillus
amyloliquefaciens R 10. The assay of antibacterial and antifungal activity was
done by agar diffusion technique in wells. Among the different indicators were
used the Gram-positive bacteria (Listeria monocytogenes NCTC 098630,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Enterococcus faecalis ATCC 29212),
Gram-negative (Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium
ATCC 14028, Enterobacter aerogenes ATCC 13048 and Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027), molds (Aspergillus fumigatus ATCC 9197 and
Penicillium commune J 238), and yeasts (Rhodotorula muscilaginosa J 350, Pichia
anomala DSM 70255 and Kluveromyces marxianus ATCC 16045). The crude
extract was tested in concentrations of 5, 20, 40, 60 and 80ug of protein in both
assays of antimicrobial activity. To evaluate the Bacillus amyloliquefaciens R 10
antibacterial crude extract’s toxicity were used in vitro (genotoxicity) and in vivo
(acute toxicity in rats and mice and repeated doses toxicity in mice) assays. The
research of the genotoxicity with VERO ATCC-CCL 81 cells was made by Comet
assay, using 60, 80 e 100ug of protein of the crude extract. To the acute
toxicological analysis in rats Wistar (Rattus norvegicus), were used one group with
10 animals (5 males and 5 females) treated with the crude extract by oral gavage,
with dose of 2,000ug/kg (maximum dose recommended). The animals were
weighed at the beginning and at the end of the experiment, and observed during
14 days as the possible toxicity signs (death, coma, convulsions, prostration,
ataxy, tremors, skin or hair alterations, mucous alteration, diarrhea and salivation).
To the acute toxicological analysis in Swiss mice (Mus musculus), the antibacterial
crude extract of Bacillus amyloliquefaciens R 10 was used by oral gavage, in a
single administration, in doses of 5, 50, 500 and 5,000ug/kg to 80 mice (40 males
and 40 females, with 10 animals per group). Other 20 mices (10 males and
10 females) received the vehicle (saline, NaCl 0.9%), through the same route. To
the repeated doses toxicological analysis in Swiss mice (Mus musculus) the
antibacterial crude extract of Bacillus amyloliquefaciens R 10 was administrated by
oral gavage during 90 days in doses of 50, 500 and 5,000ug/kg in 120 animals (60
males and 60 females, in groups of 20 animals). Other 40 mice (20 males and 20
females) received the vehicle (saline, NaCl 0.9%), through the same route. It was
verified in the antimicrobial activity assays that the crude extract of Bacillus



amyloliquefaciens R 10 didn’t present activity against molds and yeasts in the
tested concentrations, and only presented antibacterial activity against Listeria
monocytogenes NCTC 098630. The antibacterial crude extract of Bacillus
amyloliquefaciens R 10 was not genotoxic to VERO cells at concentration of
60ug/ml, but showed genotoxicity at concentration of 80 and 100ug/ml. In the
acute toxicological analysis in rats the letal dose 50 (DLsg) was higher than
2,000ug/kg. In the acute toxicological analysis in mice, the crude extract presented
good tolerability and litle important acute toxic effects with DLso higher than
5,000ug/kg. In the repeated doses toxicological analysis, a non toxic adverse
effect level (NOAEL) for the antibacterial crude extract is between the doses of 50
and 500ug/kg. The results showed that the antibacterial crude extract of Bacillus
amyloliquefaciens R 10 presents a great potential as a natural food preservative,
due to its notable antilisterial activity, and its relative toxicological security.

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens, antimicrobials, toxicity.
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1 INTRODUCAO

Alimentos, industrializados ou ndo, podem conter uma ampla variedade e
quantidade de microrganismos, que podem interferir em sua vida util ou causar
doencas. Existem inUmeros recursos para eliminar esses microrganismos ou
controlar seu desenvolvimento nos alimentos, incluindo tratamento térmico,
adicdo de conservadores quimicos e uso de baixa temperatura durante o
armazenamento. No entanto, a cada dia aumenta a procura por alimentos, que
nao tenham sido submetidos a nenhum tipo de processamento industrial, e que
ndao sejam adicionados de produtos quimicos. Com isso, aumenta também a
preocupacao dos fabricantes de alimentos em produzir alimentos que né&o
necessitem desses procedimentos para que sejam saudaveis e para que atendam
0os parametros de qualidade e seguranca exigidos pelos consumidores
(MURIANA, 1996; DE MARTINIS; ALVES; FRANCO, 2002).

Assim, deu-se o inicio do uso de bioconservadores, onde o
desenvolvimento de microrganismos em alimentos é controlado pela adicao de
substancias conhecidas como bacteriocinas, que sdo peptideos antimicrobianos
produzidos por uma grande variedade de bactérias, particularmente bactérias
laticas (BAL) e espécies do género Bacillus (CLEVELAND et al., 2001; PALMER,
2004).

A natureza quimica das bacteriocinas e de varias toxinas (hemolisinas) faz
com que essas substancias sejam degradadas no trato gastrintestinal de homens
e animais, muitas vezes perdendo sua toxicidade (PIARD et al., 1992). Segundo
Marugg (1991), estudos realizados com varias bacteriocinas indicaram que elas
nao sao tdéxicas nem provocam reagdes imunoldgicas e, por isso, possuem
grande potencial como conservadores naturais em alimentos. Até o presente, as
Unicas bacteriocinas produzidas para conservacao de alimentos sdo a nisina e a
pediocina PA-1, vendidas com os nomes comerciais de Nisaplin® e Alta®,
respectivamente (MORENO et al.,1999; DEEGAN et al., 2006).
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Frente a essa realidade, Schulz (2003) investigou a citotoxicidade do
extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens R 10, isolado por Batista (1993).

Em continuidade aos estudos realizados, esse trabalho teve como objetivo
investigar a toxicidade do extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens R 10, bem
como estudar seu espectro de atividade antibacteriana e antifungica, com o intuito

de utiliza-lo como conservador natural de alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a atividade antibacteriana, atividade antifungica e a toxicidade in
vitro e in vivo do extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens R 10.

2.2 Objetivos especificos

. Investigar o espectro de atividade antibacteriana e antifungica do extrato
bruto de Bacillus amyloliquefaciens R 10;

. Investigar o potencial de genotoxicidade do extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens R 10;

. Verificar o comportamento do extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens
R 10 quando submetido a analise toxicolégica oral aguda em ratos Wistar (Rattus

norvegicus);

. Investigar a toxicidade do extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens R 10
administrado agudamente e por dose repetida pela via oral em camundongos

Swiss (Mus musculus).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microrganismos de interesse em alimentos

A manipulacédo e a exposicao de alimentos antes, durante ou ap6s o seu
preparo podem introduzir contaminantes capazes de causar infeccbes ou
intoxicagdes alimentares. Quando tal efeito ocorre em alimentos a gravidade e
dimensdes do surto sao imprevisiveis (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

As toxinfeccbes alimentares sdo doengas que apresentam principalmente
sintomas gastrintestinais e possuem um periodo de incubacado relativamente
curto; adquiridas pelo consumo de alimentos contendo microrganismos
patogénicos, substancias toxicas, quimicas, de origem fisica ou biol6gicas
(HAZELWOOD; McLEAN, 1994).

O National Center for Infectious Diseases (CDC) estima que existam
anualmente nos Estados Unidos 76 milhdes de casos de doencas transmitidas
por alimentos, com 325.000 hospitalizages e 5.000 6bitos (CDC, 2008).

Os microrganismos presentes nos alimentos podem ser classificados em
deteriorantes, patogénicos e o0s causadores de alteracbes benéficas nos
alimentos. Os deteriorantes (bolores e as leveduras) sdo os causadores de
alteracdes quimicas prejudiciais como: alteracées de cor, odor, sabor, textura e
aspecto do alimento. Os microrganismos patogénicos, como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella sp., sao
0S que podem representar um risco a saude, chegando até o alimento por
condicbes precarias de higiene durante a producdo, armazenamento, distribuicéo
ou manuseio; podendo afetar tanto 0 homem como animais. Em contrapartida, os
microrganismos benéficos sdo adicionados aos alimentos intencionalmente para
que determinadas reacbes quimicas sejam realizadas ou apenas estimulados
seletivamente no proprio alimento, como ocorre nos queijos, paes e vinhos, onde
estdo presentes naturalmente (FRANCO; LANDGRAF, 2003; JAY; LOESSNER;
GOLDEN, 2005).
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Alguns microrganismos s&o também utilizados como indicadores da
qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos ou de contaminacdo fecal, como os
coliformes a 35°C, coliformes a 45°C e Escherichia coli e os enterococos
(FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Existem relatos sobre casos de toxinfeccao alimentar por cepas mesofilas
de enterococos e Pseudomonas, quando presentes em numeros elevados,
embora nao sejam patogénicas via alimento (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Nos ultimos anos, véarias bacteriocinas tém sido testadas contra
microrganismos patogénicos e deteriorantes de alimentos com intuito de fornecer
para a populacdo alimentos cada vez mais seguros (CLEVELAND et al., 2001;
DEEGAN et al., 2006).

3.1.1 Bactérias Gram-positivas

a) Listeria monocytogenes

Listeriose é uma doenca infecciosa causada pela bactéria Listeria
monocytogenes. As investigacoes epidemiolégicas dos surtos de listeriose
mostraram a sua freqlente etiologia veiculada por alimentos. Listeria
monocytogenes distribui-se amplamente pela natureza em todo o mundo,
podendo ser recuperada da agua, solo, vegetacdo em decomposicdo, graos,
esgotos, insetos, crustaceos, peixes, passaros, assim como de mamiferos
selvagens e domésticos. O estado de portador intestinal assintomatico em seres
humanos é observado em 1 a 5% dos adultos (BENNETT; GOLDMAN, 2001).

Listeria monocytogenes é um patégeno com bastante impacto na saude
publica. O perigo desse microrganismo como risco associado aos alimentos é, em
grande parte, devido a sua capacidade de se adaptar a condicées disgenésicas,
tanto em nivel do ambiente exterior que antecede a ingestao dos alimentos como
também no interior do hospedeiro (GUERRA; BERNARDO, 2006).
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Listeria monocytogenes é um patdgeno intracelular facultativo, capaz de se
multiplicar nos mondécitos-macrofagos ndo imunes. A hemolisina listeriolisina O
constitui um importante fator de viruléncia nesse processo. A fagocitose da
bactéria estimula a sua producao; a listeriolisina O liga-se ao colesterol nas
membranas celulares, resultando em sua ruptura, propriedade que permite ao
microrganismo escapar dos fagolisossomas, permanecendo no citoplasma, onde
se multiplica. Listeria migra para a periferia celular, cria protrusées da membrana
externa, sendo ingerida por células adjacentes. Assim, 0 microrganismo propaga-
se diretamente de uma célula para outra, evitando o ambiente extracelular. Com
isso, € capaz de causar doencgas invasivas sérias, especialmente em hospedeiros
imunodeprimidos, neonatos e fetos. Adultos imunodeprimidos podem desenvolver
meningoencefalite e bacteremia (McLAUCHLIN, 1987; KEROUANTON et al.,
1998; BENNETT; GOLDMAN, 2001).

O periodo de incubacdo da listeriose varia de horas a semanas. O
reconhecimento de Listeria monocytogenes como patdgeno veiculado por
alimentos levou a descoberta de que a listeriose pode manifestar-se na forma de
febre, diarréia e dor abdominal em célica durante um a dois dias (BENNETT;
GOLDMAN, 2001).

Um terco dos casos de listeriose € associado a gestacdo. Com mais
freqUéncia, no terceiro trimestre a mae desenvolve uma doencga gripal, com febre,
dor de garganta, mialgia, dor abdominal em cdélica e diarréia. Depois de trés a
sete dias, ocorrem trabalho de parto prematuro ou aborto. A transmisséo
transplacentaria da doenca torna-se clinicamente evidente no recém-nascido
algumas horas ap6s o parto. Essa grave doenca septicémica € conhecida como
granulomatose infantosséptica. Os neonatos também podem contrair essa doenca
no canal de parto, ou como infeccdo hospitalar, no bercario; a doenca manifesta-
se como anorexia, febre ou meningismo (BENNETT; GOLDMAN, 2001).

A ampicilina é o antibiético de escolha para o tratamento da listeriose,
podendo ser administrada mesmo durante a gravidez e a lactancia. A dose
padrdo para os pacientes com meningite € de 200mg/kg/dia em seis doses
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fracionadas, administrada por via venosa (IV), durante trés semanas (BENNETT;
GOLDMAN, 2001).

Diferentes tipos de alimentos podem apresentar Listeria monocytogenes.
No entanto, os produtos de laticinios e, mais recentemente, os derivados de carne
e aves sdo os mais envolvidos com casos de listeriose (FARBER et al., 1993).
Queijos macios e semi-macios produzidos e importados pela Suécia foram
analisados quanto a presenca de Listeria monocytogenes. Esse patdogeno foi
detectado em 6% das 333 amostras estudadas. Os queijos fabricados com leite
cru apresentaram maior incidéncia de Listeria monocytogenes (42%) que 0s
queijos fabricados com leite termicamente tratado (2%). O numero de Listeria
monocytogenes detectado nos referidos queijos, variou de <1x10? a 1x10°
unidades formadoras de colénia por grama (UFC/g). Sendo assim, os
pesquisadores afirmaram que o uso do leite cru para a fabricacdo de queijos
representa um risco a saude publica (LONCAREVIC; DANIELSSON-THAM;
THAM,1995).

No Brasil, 103 amostras de varios tipos de queijos, produzidos na cidade
do Rio de Janeiro foram analisadas para verificar a incidéncia de Listeria
monocytogenes e outras espécies de Listeria. Entre as amostras analisadas, 11
(10,68%) continham Listeria monocytogenes, 13 (12,62%) Listeria innocua, 6
(5,83%) Listeria grayi e 1 (0,97%) Listeria welshimeri. Nos queijos Minas Frescal,
fabricados artesanalmente, foi encontrado um alto nivel de contaminagéo; sendo
que, das 17 amostras analisadas, 7 (41,17%) continham Listeria monocytogenes.
Em queijos fabricados industrialmente como Ricota e Minas frescal, 3,083% das
amostras estavam contaminadas com esse patégeno. Nos queijos maturados
como o Gorgonzola, Brie e Roquefort, Listeria monocytogenes foi encontrada em
5,67% das amostras. De acordo com os pesquisadores, dois fatores podem ter
contribuido para essa contaminacdo. Primeiro, a bactéria latica utilizada no
processamento nao inibiu completamente Listeria monocytogenes e, segundo, um
rapido aumento do pH durante a maturagdo dos queijos permitiu o0 crescimento
desse microrganismo (SILVA; HOFER; TIBANA, 1998).
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Na cidade de Goiania, 100 amostras de leite foram analisadas, com intuito
de verificar a presenca de Listeria spp. Das amostras analisadas, 50 eram de leite
cru e as outras 50 de leite pasteurizado. Listeria foi isolada de 8% das amostras
de leite cru, mas nao foi encontrada em amostras de leite pasteurizado
(OLIVEIRA et al., 1998).

Baseados na gravidade da listeriose e no fato de que a dose oral
necessaria para causar infeccado em individuos saudaveis ou susceptiveis nao é
conhecida, foi determinada toleradncia zero para Listeria monocytogenes em
alimentos de varios paises, incluindo os Estados Unidos, mas os surtos
continuam a ocorrer (SAMELIS; METAXOPOULOS, 1999; DEEGAN et al., 2006).
No Brasil, a Resolugdo RDC n° 12/2001 estabelece a auséncia de Listeria
monocytogenes em 25g de amostra de queijos de média (36%), alta (46%) e
muito alta (55%) umidade, exceto os temperados, condimentados, adicionados de

ervas ou outros ingredientes (BRASIL, 2001).

Nos ultimos anos tém sido publicados varios trabalhos que demonstram a
resisténcia térmica de Listeria monocytogenes ligada a fatores de adaptacao,
como a temperatura de incubacéo, tratamentos térmicos subletais precedentes a
pasteurizacdo, pH e a concentracdo de solutos do meio e uma recuperacao
anaerdbia das células danificadas pelo calor. Por outro lado, a capacidade desse
microrganismo para se multiplicar a temperaturas de refrigeracdo constitui uma
caracteristica relevante em termos de seguranca sanitaria, principalmente no que
se refere aos alimentos refrigerados. Também a adaptacao a acidez ou a elevada
osmolaridade € um aspecto da maior importancia a ser considerado, pois pode
corresponder a um fator que influencia na sobrevivéncia desse microrganismo nos
alimentos (especialmente os fermentados e curados) e nas superficies de
trabalho (biofilmes). Esse comportamento de tolerancia e até de adaptacdo de
Listeria monocytogenes, face a aplicacdo de agentes e situacdes de exclusao e
controle microbiol6gico habitualmente utilizados na produgdo de alimentos,
constitui uma preocupagdo nos programas de higienizacdo e de controle da
producdo de alimentos (BHATTI; VEERAMACHANENI; SHELEF, 2004;
BOZIARIS; NYCHAS, 2006; GUERRA; BERNARDO, 2006).
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Martinez e Rodrigues (2005) investigaram a seguranca do uso de nisina
em alimentos, frente ao risco de ocorréncia de resisténcia cruzada com alguns
antibiéticos de uso clinico. Adicionalmente, relatam que algumas cepas de Listeria
monocytogenes isoladas do leite sdo resistentes a essa bacteriocina, porém nao
conseguiram estabelecer uma correlagdo entre resisténcia a nisina e o uso de
antibiéticos de amplo espectro, sugerindo um estudo futuro com maior nimero de

cepas de Listeria monocytogenes isoladas de diferentes alimentos.

Frente a essa realidade, varias pesquisas nos ultimos anos tém sido
direcionadas para busca de novos bioconservadores ativos contra Listeria
monocytogenes (ZHENG; SLAVIK, 1999; DE MARTINIS; ALVES; FRANCO,
2002).

b) Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sao pertencentes a familia
Micrococcaceae, sendo Staphylococcus aureus a espécie mais frequentemente
associada as doencas estafilocécicas, quer sejam de origem alimentar ou ndo. Os
estafilococos sao bactérias meséfilas apresentando temperatura de crescimento
na faixa de 7 a 47,8°C; as enterotoxinas sdo produzidas em temperatura 6tima
entre 40 e 45°C (FRANCO; LANDGRAF, 2003; JAY; LOESSNER; GOLDEN,
2005).

O agente causal da intoxicacdo (sintomas: nauseas, vémitos, caibras
abdominais, diarréia e sudorese) sao as varias toxinas (A, B, C4, Cy, Cs, D, E)
produzidas por esta bactéria (10° a 10° unidades formadoras de colénias por
grama de alimento para que esta seja produzida), apresentando um periodo de
incubacgao de 30 minutos a 8 horas (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

O homem e os animais sdo 0s principais reservatérios de Staphylococcus
aureus. A cavidade nasal é o principal habitat dos estafilococos no homem e, a
partir desse foco atingem tanto a epiderme e feridas como a agua, solo, leite,
esgoto e qualquer superficie ou objeto que tenha entrado em contato com o

homem. Nos alimentos contaminados que nao sado cozidos ou refrigerados
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adequadamente e que permanecem a temperatura ambiente por muito tempo
pode ocorrer a multiplicacdo do Staphylococcus aureus e a producao da toxina
(FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Para prevenir a intoxicacao estafilococica, € importante manter os
alimentos sob refrigeragdo, manipula-los corretamente, bem como submeté-los ao
aquecimento ap6s a sua manipulacao (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

c) Enterococcus faecalis

Os enterococos, antes um subgrupo do género Streptococcus, a partir de
1984 passaram a pertencer ao género Enterococcus. As espécies de enterococos
com maior importancia em microbiologia de alimentos sédo Enterococcus faecalis
e Enterococcus faecium (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

A utilizacdo dos enterococos como indicadores de contaminacao fecal dos
alimentos apresenta algumas restricoes, pois também sao encontrados em
ambientes diferentes do trato intestinal. Além disso, apresentam uma sobrevida
maior do que outros enteropatégenos no solo, vegetais e em alimentos,
principalmente naqueles submetidos a desidratagdo, acdo de desinfetantes e a
flutuacdes de temperatura (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Apesar dessas limitacdes, os enterococos em numeros elevados em
alimentos indicam praticas sanitarias inadequadas ou exposicdo do alimento a
condicbes que permitiram a multiplicacdo de microrganismos indesejaveis
(FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium produzem uma sindrome
clinica similar a intoxicagdo por estafilococos com diarréia, cdélica abdominal,
nausea, vomito, febre, calafrio e vertigem, sendo a dose infectante maior que 10’
microrganismos. O reservatério € o ser humano. O periodo de incubacao varia de
2 a 36 horas. A transmissdo dos enterococos ocorre por alimentos preparados
sob precarias condi¢cdes sanitarias ou por manipuladores doentes (FDA, 2006).



34

As principais medidas preventivas de surtos sdo: (i) o afastamento de
manipuladores doentes, (ii) a manipulacdo correta dos alimentos e (iii) evitar a

ingestao de leite e derivados ndo pasteurizados (FDA, 2006).

Recentemente, Enterococcus € o0 género que apresenta a maior
preocupacao quanto a resisténcia aos antibiéticos, sendo isolado em casos de
endocardite, bacteremia e de infeccdo hospitalar. Algumas cepas desse
microrganismo mostram-se resistentes a todos os antibiéticos conhecidos
(BENNETT; GOLDMAN, 2001; POETA; ANTUNES; RODRIGUES, 2005).

3.1.2 Bactérias Gram-negativas

a) Escherichia coli

O grupo dos coliformes a 35°C é composto por microrganismos da familia
Enterobacteriaceae, fazendo parte deste grupo predominantemente bactérias
pertencentes aos géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella.
Destas, apenas Escherichia coli tem como habitat primario o trato intestinal do
homem e animais, sendo que as demais podem ser encontradas em outros
ambientes como vegetais e solo (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

As bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes a 45°C, correspondem
as do grupo dos coliformes a 35°C que apresentam a capacidade de continuar
fermentando lactose com producédo de gas, quando incubadas a temperatura de
44-455°C por 24 horas. Nestas condigbes, cerca de 90% das culturas de
Escherichia coli sao positivas, enquanto que, nos demais géneros, apenas
algumas cepas de Enterobacter e Klebsiella mantém essa caracteristica (SILVA;
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997).

A pesquisa de coliformes a 45°C ou de Escherichia coli nos alimentos
fornece, com maior seguranca, informacdes sobre as condi¢des higi€nicas do
produto e indica uma eventual presenca de patégenos (JAY; LOESSNER,;
GOLDEN, 2005).
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Baseando-se nos fatores de viruléncia, manifestacbes clinicas e
epidemiologia, as linhagens de Escherichia coli consideradas patogénicas sao
atualmente agrupadas em seis classes: Escherichia coli enteropatogénica
classica - EPEC, Escherichia coli enteroinvasiva - EIEC, Escherichia coli
enterotoxigénica - ETEC, Escherichia coli enterohemorragica - EHEC, Escherichia
coli enteroagregativa - EAQQEC e Escherichia coli facultativamente patogénica -
FEEC (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

A diarréia provocada por EPEC é geralmente acompanhada de dores
abdominais, vémitos e febre, sendo que a duracdo da doenca varia de seis a trés
dias, com periodo de incubacao variando entre 17 e 72 horas. A gastrenterite
provocada por EIEC é bastante semelhante aquela provocada por Shigella,
caracterizada por disenteria, colicas abdominais, febre e mal-estar geral, com
eliminacdo de sangue e muco com as fezes. O periodo de incubagéo varia entre 8
e 24 horas. As bactérias pertencentes ao grupo da ETEC sao importantes
causadoras de diarréia em paises subdesenvolvidos, nas regides endémicas,
caracterizando-se pela diarréia aquosa, normalmente acompanhada de febre
baixa, dores abdominais e nauseas. A dose de infeccdo é de 10° a 108 células. A
colite hemorragica causada pela EHEC é caracterizada clinicamente por dores
abdominais severas e diarréia aguda, seguida de diarréia sanguinolenta, diferindo
das manifestagdes clinicas causadas por outros agentes invasores; pela grande
quantidade de sangue nas fezes e auséncia de febre, tendo um periodo de
incubacdo de quatro dias (FRANCO; LANDGRAF, 2003; JAY; LOESSNER,;
GOLDEN, 2005).

A prevengdo de muitas infecgdes entéricas por Escherichia coli esta
relacionada ao desenvolvimento econdmico basico, a condicbes sanitarias
adequadas e ao fornecimento de agua de boa qualidade e em quantidade
suficiente. As pessoas devem realizar a desinfecgdo dos alimentos crus (com uso
de cloro), bem como o cozimento adequado da carne e leite e utilizar as boas
praticas de fabricacao e de higiene pessoal (BENNETT; GOLDMAN, 2001).
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b) Salmonella typhimurium

Salmonella é um género da familia Enterobacteriaceae que pode causar
um estado de portador intestinal assintomatico ou doenca clinica tanto em seres
humanos quanto em animais (BENNETT; GOLDMAN, 2001; JAY; LOESSNER;
GOLDEN, 2005).

Atualmente, Salmonella é um dos microrganismos mais frequentemente
envolvidos em casos e surtos de doencas de origem alimentar em diversos
paises, inclusive no Brasil, estando amplamente distribuidas na natureza, sendo o
trato intestinal do homem e de animais o seu principal reservatério natural
(FRANCO; LANDGRAF, 2003).

As doencas causadas por Salmonella costumam ser subdivididas em trés
grupos: a febre tiféide (sintomas: febre alta, diarréia e vomitos), causada por
Salmonella Typhi, as febres entéricas (sintomas: diarréia, vémitos, febre e
geralmente septicemia), causadas por Salmonella paratyphi (A, B e C) e as
enterocolites ou salmoneloses (sintomas: diarréia, febre, dores abdominais e
vémitos) causadas pelas demais salmonelas. O estabelecimento dos sintomas de
salmonelose, bem como sua gravidade, depende do sorotipo da Salmonella
envolvido, da competéncia dos sistemas de defesa inespecificos e especificos do
individuo e também das caracteristicas do alimento envolvido (JAY; LOESSNER,;
GOLDEN, 2005).

Salmonella Enteritidis e Salmonella typhimurium sao as causas mais
comuns de doenca em seres humanos, e constituem quase 50% dos
microrganismos isolados no homem. Em geral sdo necessarios grandes inoculos
(107 bactérias) para provocar infecgcdo clinica no hospedeiro normal (BENNETT;
GOLDMAN, 2001).

A salmonelose é transmitida por alimentos contaminados e ingeridos crus
ou mal cozidos, sendo a carne de frango e ovos 0s mais envolvidos nos casos de
surtos. Os sintomas aparecem em média de 12 a 36 horas apds o contato com o
microrganismo (FRANCO; LANDGRAF, 2003).
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A melhor maneira de prevenir a infeccdo por Salmonella consiste no
tratamento adequado dos suprimentos de agua e esgoto e refrigeracdo de
alimentos derivados de produtos animais, pasteurizacdo do leite e laticinios,
assim como a lavagem das maos antes do preparo dos alimentos e depois do
manuseio de produtos animais crus. O calor € uma forma eficiente para a
destruicdo de salmonelas nos alimentos, bem como a utilizacdo da chamada
exclusdo competitiva, que consiste no tratamento dos animais recém-nascidos
com culturas microbianas mistas contendo bactérias in6cuas, que vao ocupar os
sitios de adesdo das salmonelas, excluindo-as da biota intestinal dos animais
(BENNETT; GOLDMAN, 2001; FRANCO; LANDGRAF, 2003).

c) Enterobacter aerogenes

Microrganismos do género Enterobacter, pertencentes a miscelanea
entérica, tém sido apontados como causas de doencas gastrintestinais agudas e
cronicas, haja vista que podem se transformar transitoriamente em virulentos por

adquirirem elementos genéticos de mobilidade de outros patégenos (FDA, 2007).

A gastrenterite aguda é caracterizada por dois ou mais sintomas: vomito,
nausea, febre, calafrio, dor abdominal, diarréia ocorrendo 12 a 24 horas apés a
ingestao do alimento ou agua contaminada. A forma crénica é caracterizada pelos
sintomas disentéricos: gosto ruim na boca, fezes diarréicas com muco, flatuléncia
e distensdo abdominal, podendo continuar por meses e requerendo tratamento
com antibidtico. A dose infecciosa é desconhecida. Suspeita-se que ambas
formas da doencga resultam da elaboracdo de enterotoxinas (FDA, 2007).

Esses microrganismos tém sido isolados principalmente de laticinios,
crustaceos e vegetais frescos crus, onde causam deterioracao e reduzem a vida-
de-prateleira desses alimentos (FDA, 2007).

d) Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € encontrada no solo, agua e plantas, podendo

também ser um comensal em animais e seres humanos. Esse microrganismo
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causa deterioracdo (modificacdo no aroma, aumento do pH, amolecimento e
liquefacdo, limosidade na superficie do alimento, hidrdlise e oxidagédo de
gorduras) nos alimentos ricos em proteinas, como leite, carne e ovos (BENNETT;
GOLDMAN, 2001; FRANCO; LANDGRAF, 2003).

E comumente encontrada em exaustores, sifdo de esgotos, maquinas de
gelo e cozinhas hospitalares, onde torna-se um problema particular, pois suporta
a acao de varios desinfetantes e mostra-se resistente a uma ampla variedade de
agentes antimicrobianos. Pseudomonas aeruginosa causa bacteremia hospitalar,
pneumonia hospitalar, infecgdo hospitalar das vias urinarias, infecgdo de feridas
cirirgicas e queimaduras, endocardite, otite e raros casos de meningite
(BENNETT; GOLDMAN, 2001).

A infeccao por Pseudomonas ocorre em trés estagios distintos: (i) fixacao e
colonizacdo bacteriana; (ii) invasdo local e (iii) disseminagdo pela corrente
sanglinea e doencga sistémica. Esses estagios sdo relacionados ao fato de tal
microrganismo ser tanto invasivo quanto toxigénico (BENNETT; GOLDMAN,
2001).

3.1.3 Bolores e leveduras

Os bolores sdo em sua maioria aerébios, formados por filamentos
denominados hifas, que, em conjunto, formam o micélio, que promove a fixagao
do bolor ao substrato e a reproducao, através da producao de esporos. O micélio
dos bolores é o responsavel pelo aspecto caracteristico das colénias, podendo
estas terem aspecto cotonoso, serem secas, umidas, compactas, aveludadas,
gelatinosas e com variadas coloragdes. A presenca de certos géneros em
alimentos, como Aspergillus, Penicillium e Rhizopus, esta relacionada com a
deterioracdao, principalmente nos produtos de origem vegetal (FRANCO;
LANDGRAF, 2003; JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

Além de causarem a deterioracao, algumas espécies de fungos quando em
condicOes ideais de crescimento nos alimentos produzem toxinas, denominadas

micotoxinas, que quando ingeridas causam uma doenga ou sindrome
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denominada micotoxicose. Dentre os principais fungos de estocagem produtores
de micotoxinas estdo os géneros Aspergillus e Penicillium. Penicillium comune
produz a micotoxina Ocratoxina A, responsavel por nefropatia e necrose nas
células periportais hepaticas tanto no homem quanto em animais. Aspergillus
fumigatus produz as micotoxinas fumitremorginas A e B, que causam dano ao
Sistema Nervoso Central de animais cujos sintomas de envenenamento séo
tremores e convulsdes. A ocratoxina e as fumitremorginas podem ser encontradas
principalmente no milho, cevada, feijao, amendoim, café, soja, trigo sarraceno,
centeio, arroz, sorgo, castanha do Pard, superficie de presunto, pimenta do reino,
ervilha, vegetacao em decomposicao e solo (SCUSSEL, 1998).

As leveduras sao definidas como fungos cuja forma predominante é
unicelular, requerendo maior umidade que a maioria dos bolores, sendo a sua
temperatura ideal de crescimento entre 25 e 30°C, porém néo existem relatos da
presenca de espécies patogénicas em alimentos. Kluveromyces marxianus é uma
das espécies mais comuns em produtos lacticos, principalmente em queijos
deteriorados, estando também envolvida na fermentagdo de alguns alimentos. As
leveduras do género Pichia normalmente formam filme em substratos liquidos,
estando envolvidas na deterioracdo de produtos acidos como picles e azeitonas
em conservas, porém algumas espécies sao importantes na produg¢ao de comidas
orientais. Rhodotorula muscilaginosa produz pigmento que varia do rosa ao
vermelho, podendo ser isolada de produtos de laticinios, carnes e produtos
fermentados (SPENCER; SPENCER, 1997; FRANCO; LANDGRAF, 2003).

3.2 Atividade antimicrobiana
3.2.1 Substancias com atividade antimicrobiana

Segundo Jack; Tagg e Ray (1995), a maioria, sendo todas as bactérias,
sao capazes de produzir varias substancias durante seu crescimento in vitro e,

presumivelmente, nos seus habitats naturais, que podem ser inibitérias tanto para

elas quanto para outras bactérias. Tais substancias incluem:



40

e toxinas (muitas substancias tradicionalmente conhecidas como toxinas
bacterianas; devido sua acao contra células eucariéticas também podem ter
atividade antimicrobiana);

e enzimas bacterioliticas como lisostafina, fosfolipase A e hemolisinas;

e subprodutos das vias metabdlicas primarias como acidos organicos, amoénia e
peréxido de hidrogénio e varios outros metabdlitos secundarios;

e substancias antibidticas como garamicina, valinomicina e bacitracina;

e bacteriocinas ou moléculas semelhantes as bacteriocinas.

As bacteriocinas sdo capazes de inibir cepas ou espécies que sao,
geralmente, taxonomicamente relacionadas a bactéria produtora. O mecanismo
de acado das bacteriocinas sobre células vegetativas nao esta totalmente
esclarecido, mas envolve acdo sobre a membrana celular, pela formacédo de
poros (CLEVELAND et al., 2001; PALMER, 2004).

Segundo Jack; Tagg e Ray (1995), as bacteriocinas termolabeis de alto
peso molecular da classe Ill de Klaenhammer (>30 kilodaltons - kDa) incluem
muitas enzimas extra-celulares bacterioliticas (hemolisinas e muramidases) que
podem mimetizar as atividades fisiolégicas das bacteriocinas. Algumas
hemolisinas pertencentes a familia das citolisinas tiol-ativas, que € um grupo
proeminente de toxinas microbianas, na qual a estreptolisina O (SLO) é o
protétipo, também possuem efeito antimicrobiano. Os membros deste grupo
envolvem mais de 20 espécies de bactérias Gram-positivas, incluindo espécies do
género Bacillus, Listeria, Clostridium e Streptococcus. Essas toxinas sao
sintetizadas como polipeptideos hidrossoliveis de cadeia simples, com peso
molecular de 47 a 60kDa e provocam a lise de células eucariontes pela formacao
de poros na membrana (PORTNOY et al.,, 1992; SHEPARD et al., 1998;
BILLINGTON; JOST; SONGER, 2000).

Segundo Daeschel (1989), sdo seis o0s requerimentos para que um
antimicrobiano de ocorréncia natural possa ser usado como conservador
alimentar:

e sua toxicidade deve ser considerada aceitavel por autoridades reconhecidas;
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e nao deve apresentar efeito prejudicial sobre as propriedades organolépticas do
alimento;

e seu custo de producao deve ser economicamente viavel para a industria;

e deve ser estavel durante seu armazenamento antes do uso e, no caso de sua
acao depender de um residual, deve ser suficientemente estavel para a vida de
prateleira do alimento;

e deve ser efetiva em concentragdes relativamente baixas;

e nao deve ter aplicacao médica.

3.2.1.1 Classificacao

As bacteriocinas de BAL investigadas até o momento diferem em seus
espectros de atividade, mecanismos de agao, caracteristicas bioquimicas e
determinantes genéticos. Entretanto, a maioria delas possui baixo peso molecular
(3 a 10kDa), alto ponto isoelétrico e contém regides hidrofilicas e hidrofébicas (DE
MARTINIS; ALVES; FRANCO, 2002).

Levando-se em consideracdo as semelhancas observadas nas suas
caracteristicas, a classificacdo de Klaenhammer (1993) acabou sendo adotada
também para substancias produzidas por outras bactérias Gram-positivas (KLEIN;
ENTIAN, 1994; NAVARATNA; SAHL; TAGG, 1998; FURMANEK et al., 1999).

Klaenhammer (1993) e Cleveland et al. (2001) classificam as bacteriocinas

de BAL em quatro classes, conforme mostrado na Quadro 1.
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Quadro 1 - Classificagdo das bacteriocinas.

Classe I Classe IIT
Lantibiéticas, caracterizadas pela Grandes (=30 kDa)
resenca de lantionina e Beta-metil . o
P ¥ T protelnas tertnolibets
lantionina.
Classe I1 Classe IV
Pequenas (<10 kDa) e relativamente
estavels ao calot, sdo peptidecs de Bacteriocinas complexas que contém
membrana ativa que nio contém potcdes lipidicas ou carboidratos além da
lantionina, ativos contra  Listeria. porcio protéica,

Fonte: Cleveland et al. (2001).

Dentre as principais bacteriocinas pertencentes a Classe | encontram-se a
nisina, lactacina 481, carnocina Ul49 e lactocina S. As bacteriocinas pertencentes
a classe Il podem ser subdivididas em trés subclasses: (i) lla - constituida por
peptideos ativos contra Listeria, com uma seqUéncia N-terminal comum,
composta por —Tir-Gli-Asn-Gli-Val-Xaa-Cis. Exemplos: pediocina PA-1, sakacinas
A e P, leucocina A, bavaricina MN e curvacina A; (ii) llb — constituida por
peptideos formadores de poros na membrana celular, formados de duas
subunidades importantes para a atividade. Exemplos: lactococina G, lactococina
M e lactacina F; (iii) llc — constituida por peptideos ativados por tiol, que requerem
residuos de cisteina reduzida para tornarem-se ativos. Exemplo: lactacina B. As
bacteriocinas nao lantibidticas, ou seja, sem lantionina na estrutura quimica,
produzidas por BAL da classe Il, sdo exclusivamente formadas por aminoacidos
nao modificados. A helveticina J, helveticina V-1829, acidofilina e lactacinas A e B
sdo as principais bacteriocinas pertencentes a classe lll. Em contrapartida, a
plantaricina S, leuconocina S, lactocina 27 e pediocina SJ1 sdo as principais
representantes da classe IV (CLEVELAND et al., 2001; GARNEAU; MARTIN;
VEDERAS, 2002; PAPAGIANNI, 2003; DEEGAN et al., 2006; RICHARD et al.,
2006).

Cotter; Hill e Ross (2005) classificam como bacteriolisinas as mureinas
hidrolases classificadas por Klaenhammer (1993) como pertencentes a Classe Il
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Essas bacteriolisinas sdo proteinas liticas que possuem um tipo de estrutura
complexa composta por varios dominios, os quais possuem funcdes especificas
para translocacao, ligagcdo ao receptor e atividade letal. O mecanismo de acdo
dessas bacteriocinas ocorre através da hidrdlise das membranas celulares de
bactérias sensiveis. Essas moléculas também possuem uma estrutura modular
composta por um dominio N-terminal homoélogo as peptidases e um C-terminal
que, provavelmente, compdem o sitio de ligacdo dessa proteina na parede

bacteriana alvo.

Sendo a nisina a bacteriocina mais amplamente estudada, descreve-se, a
seqguir, algumas caracteristicas dessa substancia, bem como seu mecanismo de

acao e alguns fatores que afetam sua atividade em alimentos.

3.2.1.2 Definigdo, composigao quimica e caracteristicas

A nisina é um polipeptideo antibacteriano produzido por certas linhagens
de Lactococcus lactis, cujo nome é derivado do termo “N-inhibitory substances”
(NIS) adicionado ao sufixo INA (DAVIES et al., 1998; CLEVELAND et al., 2001).
De acordo com Harris; Fleming e Klaenhammer (1992), essa bacteriocina foi
descrita pela primeira vez por Rogers (1928), como uma substéncia inibidora do
crescimento do Lactobacillus bulgaricus. De modo geral, a nisina é ativa apenas
frente a bactérias Gram-positivas e seus esporos, ndao afetando as Gram-
negativas, bolores e leveduras. Postula-se que a parede das bactérias Gram-
negativas, composta por lipopolissacarideos e proteinas, atua como uma barreira
de permeabilidade celular, impedindo que a nisina atinja a membrana
citoplasmatica. Contudo, a presenca de agentes quelantes, pressao hidrostatica
ou injaria celular podem desestruturar a parede, deixando a membrana celular
exposta a acao da bacteriocina (KLAENHAMMER, 1988; DELVES-BROUGHTON,
1990a; DE MARTINIS; ALVES; FRANCO, 2002).

Na literatura, o termo nisina & empregado para cinco polipeptideos,
designados como Nisinas: A, B, C, D e E; onde, entre elas, acredita-se que a
Nisina A, por degradacdo, da origem as demais (HARRIS; FLEMING;
KLAENHAMMER, 1992). Desta forma, estudos sobre a estrutura molecular da
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Nisina-A, revelaram que a mesma € um peptideo composto de 34 aminoacidos
com 3354 Daltons, incluindo um residuo de dehidroalanina, dois residuos
de dehidrobutirina, uma lantionina e quatro metillantioninas, como mostra a
Figura 1 (EAPEN; SANKARAN; VIJAYARAGHAVAN, 1983; DELVES-
BROUGHTON, 1990a; HARRIS; FLEMING; KLAENHAMMER, 1992). A Nisina-B,
apesar de ser tao ativa quanto a anterior, diferencia-se da mesma por apresentar
como produto de degradacdo 32 aminoacidos. Com respeito as outras nisinas,
apesar das mesmas serem bioquimicamente relacionadas e apresentarem
atividade antimicrobiana similar, sua sequéncia de aminoacidos ainda permanece
desconhecida (HOLLEY, 1981; HARRIS; FLEMING; KLAENHAMMER, 1992).

ABA = aminoacido butirico

DHA = dehidroalanina

ALA-S-ALA = lantionina

DHB = dehidrobutirina b
ABA-S-ALA = B-metillantionina

Fonte: Delves-Broughton (1990a) e Hoffmann et al. (2002).
Figura 1 - Estrutura da nisina A.

Comercialmente, a nisina produzida pela “Applin e Barrett” recebe a
denominagdo de Nisaplin®, cuja composicdo é: nisina (1.026 Ul/mg), cloreto de
sédio (74,7%), proteina (17,12%), umidade (1,7%), carboidratos (59,3%),
gorduras (tracos), chumbo (0,15 partes por milhdo - ppm), arsénio (<0,5ppm),
zinco (9,2ppm) e cobre (0,5ppm), definida por Fowler (1979). Esse concentrado é
atualmente comercializado no Brasil pelo Grupo Bela Vista (Sao Paulo, SP),
sendo considerado por Delves-Broughton (1990a) como bactericida.
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Segundo informacbes fornecidas pelo Grupo Bela Vista, 100mg de
Nisaplin® possuem 2,5mg de nisina (2,5%). O teor minimo de nisina em 1mg de
Nisaplin® é de 1.000 Unidades Internacionais (Ul), ou seja, 1Ul de nisina
corresponde a 0,025ug de nisina. O fabricante do Nisaplin® recomenda o uso de
10 a 20g de Nisaplin® (250 a 500mg de nisina) por 100kg de produto final,
dependendo da vida de prateleira desejada, assim como da condigdo
microbioldgica da matéria-prima (WESSELS; JELLE; NES, 1998).

A nisina comercial (Nisaplin®) é primeiramente obtida por fermentacéo do
leite desnatado com Lactococcus lactis. O fermentado resultante é, em seguida,
concentrado e separado, desidratado e triturado até obtencdo de particulas de
pequena granulometria (DEEGAN et al., 2006).

3.2.1.3 Mecanismo de acao

O conhecimento do mecanismo de a¢ao da nisina torna-se, cada dia, mais
importante e um pré-requisito indispensavel para sua efetiva aplicagdo na
tecnologia de alimentos (HENNING; METZ; HAMMES, 1986b). Nesse sentido,
inimeras pesquisas tém sido realizadas tanto com esporos quanto com células
vegetativas (WAITE; SIRAGUSA; HUTKINS, 1998).

O mecanismo de acao das bacteriocinas sobre células vegetativas nao
esta totalmente esclarecido, mas envolve acdo sobre a membrana celular. O
mecanismo de formagdo de poros é 0 mais aceito porque uma solubilizacao
generalizada, como consequiéncia da acao detergente, ocasionaria a lise total das
células, levando a um colapso repentino dos parametros bioenergéticos. Isso leva
a dissipacao do gradiente eletroquimico da membrana citoplasmatica, resultando
em uma situacao incompativel com a viabilidade celular. Podem ocorrer alguns
efeitos secundarios, tais como degradacdo de macromoléculas vitais como
proteinas, DNA e RNA, ou inibicdo de sua sintese. Ja foi relatada, inclusive,
interferéncia na formacao e degradacao de ATP (JACK; TAGG; RAY, 1995;
FRANCO; LANDGRAF, 2003). Hoffmann et al. (2002), Cotter; Hill e Ross (2005) e
Deegan et al. (2006) relatam que além de formar poros na membrana dos
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microrganismos sensiveis, a nisina interfere na biossintese da parede celular,
sendo essa acdo mediada pelo receptor especifico de membrana denominado

lipidio I1.

Outra teoria quanto ao mecanismo de agédo das bacteriocinas sugere que a
atividade dessas nao depende de sua adsorcao especifica na superficie das
células sensiveis. A adsorcao inespecifica deriva de sua natureza hidrofébica,
enquanto que a imunidade das cepas resistentes a bacteriocina se deve mais a
producdo de uma enzima implicada na imunidade do que da alteragdo nos
receptores (PIARS; DESMAZEAUD, 1992; EIJSINK et al., 1998).

A maioria das bacteriocinas de BAL caracterizadas parece ter um
mecanismo de agdo comum, no qual dissipam a forca préton-motriz (FPM), com
variagdo no potencial de membrana (Ay) e no pH (ApH). Tais efeitos, em
microrganismos-alvo, levam a formacédo de poros na membrana citoplasmatica
(BRUNO; MONTVILLE, 1993; MOLL; KONINGS; DRIESSEN, 1999; CLEVELAND
et al., 2001; PAPAGIANNI, 2003).

Montville e Chen (1998), Moll; Konings e Driessen (1999) apresentaram
dois modelos que oferecem mecanismos alternativos para a formacao dos poros.
Ambos os modelos propéem que, inicialmente, a nisina liga-se a membrana-alvo
através de algum grau de interagao eletrostatica. Os dois modelos descritos sao
mostrados na Figura 2.
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A. Representacdo esquematica da nisina mostrando dominios N e C-terminais
conectados por uma regiao flexivel. A face hidrofilica esta representada como
escura e a hidrofébica, como clara.

B. Modelo de Ojcius e Young (1991), Sahl (1991).

C. Modelo de Driessen et al. (1995).
Fonte: Montville e Chen (1998).

Figura 2 - Modelos propostos para a formacao de poros pela nisina.

No primeiro (Modelo B), a nisina liga-se como um mondmero, insere-se nas
bicamadas de lipideos e os monémeros inseridos agregam-se lateralmente para
formar poros (OJCIUS; YOUNG, 1991; SAHL, 1991). No segundo (Modelo C), a
formacao dos poros € causada por uma perturbacao local na camada lipidica que
ocorre quando as moléculas de nisina se ligam. A nisina é entdo puxada para a
membrana por um componente da FPM. A orientagdo das moléculas ndo muda
relativamente aos grupos lipidicos, portanto, o peptideo ndo entra em contato com
a parte hidrofébica da membrana. Em vez disso, os residuos hidrofdbicos da
nisina sao, superficialmente, inseridos na parte externa da bicamada lipidica.
Ainda nao foi esclarecido como as interagdes eletrostaticas iniciais entre as
moléculas de nisina positivamente modificadas e os fosfolipidios aniénicos da
membrana transformam interacdes hidrofébicas na estrutura predita (DRIESSEN
et al., 1995).



48

3.2.1.4 Fatores que afetam a atividade da nisina

Existem alguns fatores importantes que podem afetar a atividade
antimicrobiana da nisina, como por exemplo, condicdes de armazenamento, acao
enzimatica, pH e temperatura. Durante a estocagem, podem ocorrer perdas da
atividade dessa bacteriocina em decorréncia da temperatura e tempo de
armazenamento, sendo entao necessaria a aplicagao de diferentes concentracoes
de Nisaplin® no alimento para alcancar os objetivos desejados (DELVES-
BROUGHTON, 1990a).

No que diz respeito a acao enzimatica, a nisinase produzida por algumas
bactérias, consegue inativar diferentes tipos de nisina (A, B, V e E) constituindo,
dessa forma, um sério problema na fabricacdo de queijos que contém
microrganismos produtores dessa enzima (KIM, 1993).

O pH exerce um efeito tanto sobre a solubilidade como também sobre a
estabilidade da nisina, fazendo com que ambas diminuam com o aumento do pH
(LIU; HANSEN, 1990). Baseado nisso, Henning; Metz e Hammes (1986a)
sugeriram que essa bacteriocina deve ser aplicada somente em alimentos com
pH inferior a 7,0 e onde o crescimento de microrganismos Gram-positivos nao é

desejado.

A temperatura também € importante na estabilidade da molécula de nisina,
que se torna mais vulneravel ao efeito do calor, quando ocorre um aumento no
valor de pH. Resultados obtidos por Delves-Broughton (1990a) revelaram que a
porcentagem de retencdo de atividade de Nisaplin®, em tampao aquecido a 121°C
por 15min, mostrou-se dependente do pH, com porcentagens de retencdo de
100;71; 35;145e 0,5em pH 3; 4; 5; 6 e 7, respectivamente.

3.2.2 Bacillus produtores de bacteriocinas
Recentemente, varios estudos envolvendo Bacillus estdo sendo

direcionados para a producao de bacteriocinas. A subtilina, produzida por Bacillus

subtilis ATCC 6633, € a bacteriocina mais amplamente estudada. Além de
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Bacillus subtilis outras espécies de Bacillus estao sendo utilizadas para obtencao
de bacteriocinas, como Bacillus thuringiensis, Bacillus stearothermophilus,
Bacillus licheniformis e Bacillus megaterium (OSCARIZ; LASA; PISABARRO,
1999).

Atualmente, tém sido estudas as seguintes bacteriocinas produzidas por

Bacillus:

- Ahern; Verschueren e Sinderen (2003) caracterizaram a thuricina 439,
uma bacteriocina produzida por Bacillus thurigienses B439. Os resultados obtidos
nesse estudo confirmam que essa bacteriocina permanece ativa numa ampla
faixa de pH e ndo perde a atividade antimicrobiana quando submetida a
temperaturas superiores a 80°C. Para sua purificagdo foram utilizadas varias
técnicas cromatograficas, resultando em dois peptideos com a mesma seqiéncia
N-terminal, mas com massas moleculares diferentes. Adicionalmente, Cherif et al.
(2003) constataram que Bacillus thuringiensis ssp. entomocidus HD9 produz uma
bacteriocina denominada entomocina 9, ativa contra Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa e varios fungos. Essa bacteriocina manteve 72% de
sua atividade antimicrobiana quando incubada a 121°C por 20min. E estavel na
faixa de pH de 3 a 9, perde sua atividade quando tratada com proteinase K,
apresenta um peso molecular aparente de 12,4kDa e nao € téxica para células
VERO. Na pesquisa nao se verificou a presenca de genes de viruléncia, incluindo

hemolisina BL, enterotoxina nao hemolitica e citotoxina K.

- Martirani et al. (2002) detectaram e caraterizaram a bacillocina 490
produzida por Bacillus licheniformis. Essa bacteriocina € inativada quando tratada
com pronase E e proteinase K. Apresentou um peso molecular de 2kDa e foi ativa

contra Bacillus smithii.

- Pattnaik; Grover e Batish (2005) estudaram o efeito de fatores ambientais
na producao da lichenina, um composto codificado cromossomicamente como
uma bacteriocina, produzido por Bacillus licheniformis 26L-10/3RA, isolado do
rumen de bufalo. Segundo esse estudo, a lichenina representa o primeiro
composto antibacteriano de amplo espectro expresso em anaerobiose e efetivo
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somente em condigbes de anaerobiose, sendo codificada pelo DNA
cromossémico. Resultados obtidos pelos autores podem ser utilizados para a
producdo da lichenina em larga escala, com potencial de aplicacdo na
manipulagdo da funcdo do rimen com o propésito de melhorar a produtividade
dos ruminantes. Cladera-Oliveira; Caron e Brandelli (2004) constataram que a
metodologia estatistica de superficie de resposta pode ser empregada para
otimizar a produgédo de bacteriocinas por Bacillus licheniformis P40. O soro de
leite proveniente do queijo foi utilizado como meio para testar por superficie de
resposta as variaveis temperatura, pH e concentracdo de leite. A analise
estatistica dos resultados demonstrou que todas as variaveis estudadas tiveram
um efeito significativo na producdo da bacteriocina. Dados da superficie de
resposta demonstraram produgdo maxima de bacteriocina nos pHs iniciais de 6,5
e 7,5 e temperatura entre 26 e 27°C quando a concentracdo do soro de leite do
queijo foi 70g.L™.

- A utilizagdo de bactérias do género Bacillus como biocontroladores de
fitopatégenos e patdbgenos humanos tém sido bastante pesquisada, haja vista que
varias espécies desse género sao responsaveis pela produgdo ndo sé de
bacteriocinas, mas também de antibidticos peptidicos antifungicos e
antibacterianos. Um exemplo desses compostos € a iturina A, produzida por
Bacillus amyloliquefaciens B94 utilizada no controle do fitopatégeno Rhizoctonia
solani, responsavel pela reducdo no rendimento da producdo de soja. Outro
exemplo desses compostos sdo as maltacinas, também pertencentes ao grupo de
antibiéticos peptidicos ciclicos de Bacillus subtilis, sendo ativos contra
determinados patégenos humanos como Candida albicans, Thricophyton
mentagrophytes e Aspergillus fumigatus (YU et al., 2002; HAGELIN et al., 2004).

- Kim e Chung (2004) caracterizaram uma potente proteina antifungica
isolada de uma cepa de Bacillus amyloliquefaciens MET0908, proveniente do
solo. A proteina isolada por cromatografia de filtracdo em gel apresentou, na
eletroforese em poliacrilamida (SDS PAGE), um peso molecular aparente de
40kDa. A proteina isolada é estavel a 80°C por 20min e apresentou um amplo
espectro de atividade antifungica contra fungos fitopatogénicos. Analises por

microscopia mostraram que a proteina atua na parede celular do fungo
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Colletotrichum lagenarium, responsavel pela doenca antracnose que afeta
melancias. A sequéncia aminoacidica N-terminal da proteina purificada também
foi determinada, sendo Ser-Lys-lle-x-lle-Asn-lle-Asn-lle-x-GlIn-Ala-Pro-Ala-Pro-x-
Ala. A pesquisa da seqUéncia no programa NCBI BLAST demonstrou que a
proteina purificada era inédita. Lisboa et al. (2006) caracterizaram uma linhagem
de Bacillus amyloliquefaciens, isolada da Floresta Atlantica brasileira, que inibe
bactérias patogénicas e deteriorantes em alimentos como Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Serratia marcescens e Pasteurella haemolytica.
A substancia antimicrobiana foi estdvel num amplo intervalo de temperatura,
porém perdeu a atividade quando submetida a 121°C por 15 min. A atividade
antimicrobiana maxima foi observada em valores de pH &cidos e neutros. A
substancia foi sensivel frente a acdo proteolitica da tripsina, da papaina, da
proteinase K e da pronase E. Os autores concluiram o estudo afirmando que a
atividade dessa bacteriociona contra Listeria monocytogenes atende a um

aspecto importante da protecédo dos alimentos.

- He; Chen e Liu (2006) isolaram uma nova bacteriocina de Bacillus
licheniformis ativa contra diferentes espécies de bactérias Gram-positivas e
fungos. Essa bacteriocina foi sensivel ao tratamento com proteinase K e tripsina e
sua atividade permaneceu estavel durante tratamento térmico de 100°C por
30min, porém foi inativada quando submetida a 121°C por 15 min. O composto
antagonista apresentou um peso molecular aparente de 3kDa em eletroforese
Tricina-SDS-PAGE. O sobrenadante, livre de células bacterianas, manteve sua
atividade inibitéria numa faixa de pH de 2 a 9, sendo o pH 6timo para a mesma de
6,5.

- Motta; Cladera-Oliveira e Brandelli (2004) identificaram bactérias com
atividade antimicrobiana entre 86 isolados de ambientes aquaticos da Bacia
Amazénica. Destes, 59 isolados (68,6%) apresentaram atividade antimicrobiana
contra pelo menos uma bactéria indicadora. A atividade inibitéria foi
principalmente observada contra bactérias Gram-positivas, como Listeria
monocytogenes e Bacillus cereus. As substancias antimicrobianas produzidas por
19 linhagens que demonstraram maior atividade inibitéria foram parcialmente

caracterizadas, apresentando resisténcia térmica até 100°C e resisténcia parcial
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ao tratamento proteolitico. A deteccao da atividade antimicrobiana em géis de
poliacrilamida mostrou que os compostos apresentaram peso molecular inferior a
14kDa. Varias linhagens apresentaram atividade antibacteriana, que em alguns
casos estaria relacionada com peptideos antimicrobianos. Os pesquisadores
afirmam que o potencial destes microrganismos produtores de substancias

antimicrobianas € grande e merece ser mais explorado.

3.2.3 Métodos para deteccao da atividade antimicrobiana

A maioria das antibioses entre bactérias &, primeiramente, resultado de
estudos envolvendo a combinacao de diferentes cepas bacterianas em meio agar
através de métodos de antagonismo diretos ou indiretos (TAGG; DAJANI;
WANNAMAKER, 1976).

Segundo De Martinis; Alves e Franco (2002), ap6s excluir a possibilidade
da inibicao ter sido devida a producdo de acidos organicos ou peréxido de
hidrogénio, as cepas com atividade antagonista isoladas devem ser, em seguida,
submetidas a ensaios confirmatérios para deteccdo da atividade inibitéria. Entre
0s métodos diretos para confirmacéo, podemos destacar os seguintes:

a) difusdo em pocgos: os sobrenadantes de -culturas, supostamente
produtoras de bacteriocinas, sdo colocados em orificios cortados em uma placa
de agar semeado com o microrganismo indicador. Durante a incubacdo, a
bacteriocina difunde-se pelo agar, inibindo o crescimento do indicador e formando
um halo ao redor do orificio;

b) “flip-streak”: as bactérias teste sdo semeadas em estrias na superficie de
um meio soélido, invertendo-se em seguida esse meio. O organismo sensivel a
bacteriocina € entdo semeado no lado inverso do agar. Durante a incubacao,
verifica-se a inibigdo do crescimento do microrganismo indicador;

c) “spot-on-the-lawn”: as culturas teste sdo semeadas como um ponto na
superficie de um meio de cultura solido adequado contendo agar. Apds a
incubacao dessa placa, adiciona-se uma camada de um indicador, observando-se
a inibicdo de seu crescimento apdés uma nova incubacdo. A sensibilidade do
inibidor a enzimas proteoliticas pode ser determinada empregando-se uma
modificacdo da técnica “spot-on-the-lawn”. Nessa técnica, antes de se adicionar a
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sobrecamada com o microrganismo indicador, adicionam-se ao meio proteases,

além de agua deionizada como controle negativo.

No antagonismo indireto, o microrganismo teste cresce no agar por um
periodo de tempo. As bactérias sdo entao destruidas por exposicao a cloroférmio
ou aquecimento, e uma sobrecamada do microrganismo indicador em agar
fundido é plagueada na superficie. Procedimentos de antagonismo indireto sao
mais sensiveis do que o antagonismo simultdneo e permite uma variacao
independente do tempo e condigdes de incubacao do teste e cultura indicadora.
Uma vantagem adicional desse procedimento é a exclusdo da atividade de
bacteri6fago, porém uma desvantagem é que os vapores de cloroférmio podem
inativar alguns agentes inibitérios. E importante testar a atividade inibitéria das
cepas por ambos os métodos e também utilizar varios meios e condicoes de
crescimento. A condicdo o6tima de crescimento do microrganismo teste nao
necessariamente coincide com a maxima producao de bacteriocina. Entretanto, a
composicdo do meio pode afetar indiretamente a sensibilidade do microrganismo
indicador (TAGG; DAJANI; WANNAMAKER, 1976).

Para a extracdo de substancias semelhantes a bacteriocinas, a maioria dos
métodos utiliza precipitacado com sulfato de aménio (0 a 20%) a partir do meio de
cultura ap6s o crescimento da cepa produtora, mas ja livre de células (NACLERIO
et al., 1993; FARIAS; HOLGADO; SESMA, 1994).

Ap6s precipitacdo, as bacteriocinas sao submetidas a técnicas de
cromatografia para purificacdo e determinagcdo da composicdo e sequéncia de
aminoacidos. Algumas bacteriocinas, quando purificadas, tornam-se instaveis,
perdendo sua atividade biologica, ja outras necessitam de duas ou mais
substancias para permanecerem ativas (JIMENEZ-DIAZ et al, 1995;
KALMOKOFF; TEATHER, 1997; ZAMFIR et al., 1999).
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3.2.4 Enzimas produzidas por Bacillus spp.

De acordo com Abate et al. (1999), o género Bacillus é a maior fonte
industrial de enzimas e Bacillus amyloliquefaciens é uma das espécies mais

amplamente utilizadas para a producao de a-amilase e proteases.

Bactérias utilizadas para producao comercial de a-amilase foram
originalmente isoladas e denominadas Bacillus amyloliquefaciens (PRIEST,
1993). Apesar de ser eventualmente confundido com Bacillus subtilis, sdo baixos
os niveis de homologia entre as sequéncias de DNA dessas duas espécies e
também as amilases que produzem possuem diferentes propriedades (WELKER,;
CAMPBELL, 1967a; WELKER; CAMPBELL, 1967b). Bacillus amyloliquefaciens e
Bacillus subtilis possuem, em média, de 17 a 36% de homologia; Bacillus
amyloliquefaciens e Bacillus licheniformis, 9 a 17%. Assim, Bacillus
amyloliquefaciens foi estabelecida filogeneticamente como espécie. Estudos
subsequentes revelaram que varias caracteristicas fenotipicas como fermentacéo
de lactose, utilizacdo de gliconato e secrecdo de DNAse e carboximetilcelulase
sao capazes de prontamente distingui-lo de Bacillus subtilis (PRIEST, 1993).

A oa-amilase produzida por Bacillus amyloliquefaciens possui peso
molecular aparente de 50kDa, é estavel em pH de 5,5 a 9,0 e em temperaturas de
até 80-90°C. Sua biossintese € controlada tanto pela indugdo por substratos
quanto pela repressdo catabdlica. E produzida no final da fase de crescimento
exponencial e no comeco da fase estacionaria. Apresenta-se como enzima
extracelular e somente pequenas quantidades dela permanecem ligadas a célula
(MORCEL; BIEDERMANN, 1994).

Abate et al. (1999) relataram caracteristicas interessantes do Bacillus
amyloliquefaciens com relacdo a sua curva de crescimento e producao de
enzimas. Segundo eles, a presenca de extrato de levedura aumentou
significativamente o crescimento desse microrganismo no meio de cultura
utilizado. Em co-cultura com Zimomonas mobilis, observaram uma diminuicao nos

valores detectados de etanol, o qual estaria, provavelmente, sendo utilizado pelo
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Bacillus amyloliquefaciens, uma vez que essa bactéria pode crescer em meio
contendo etanol como Unica fonte de carbono. Quanto a produgao de a-amilase,
foi possivel detecta-la no inicio da fase de crescimento exponencial e a adicao de
extrato de levedura aumentou muito a quantidade produzida e a atividade
especifica dessa enzima (unidades de enzima/grama de biomassa). Contudo, a
producao de proteases também foi aumentada, levando a inativacao da a-amilase
depois de 24h; no final da fase exponencial. Mamo e Gessesse (1999)
destacaram ainda a influéncia que a disponibilidade de oxigénio, pH e a fonte de
nitrogénio podem exercer sobre a produgéo desta enzima.

De maneira geral, as bactérias possuem varios sistemas que as permitem
controlar a secrecdo de enzimas. Simonen e Palva (1993) publicaram uma
revisdo bibliografica sobre secrecdo de proteinas por espécies de Bacillus, onde
discorrem sobre estruturas e mecanismos envolvidos na liberagdo (por exemplo,
peptideos sinalizadores e Complexo-S) e que influenciam na producao e no
préprio processo secretorio dessas substancias (como protedlise, estrutura de

parede celular e mecanismo de retroalimentagéo).

Schulz (2000) e Bonelli (2001) desenvolveram uma técnica de obtengao do
extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10, em tampéao
fosfato, utilizando técnicas de precipitacdo, dialise e esterilizagdo por filtracdo em
membrana. No teste de sensibilidade a enzimas, esse extrato antibacteriano
perdeu parcialmente sua atividade quando tratado com protease de Streptomyces
griseus, protease de Aspergillus saitoi e alfa-amilase, indicando sua natureza
protéica.

Adicionalmente, Schulz (2003) constatou que: (i) € possivel obter o extrato
bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10, tanto em agua destilada
quanto em tampao fosfato; (ii) nos ensaios de atividade antimicrobiana utilizando
Listeria monocytogenes a 10°UFC/ml como microrganismo indicador, o extrato
bruto apresentou um halo de inibicao maximo (raio) de 8,3mm (profundidade) e
7,5mm (superficie) numa concentracdo de 80ug e 10ug de proteinas,

respectivamente; (iii) em agar sangue (AS), utilizando Listeria monocytogenes a
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10°UFC/ml como microrganismo indicador, observou-se que o extrato bruto
apresentou um halo de inibicado maximo (raio) de 4,5mm (profundidade) e 6,6mm
(superficie) numa concentracdo de 80ug e 10ug de proteinas, respectivamente;
(iv) na determinagao da composi¢do global de aminoacidos do extrato bruto em
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) - 7,5 a 20%/dodecil sulfato de sédio
(SDS) - 10% foram constatadas seis bandas com pesos moleculares aparentes
de: 14,8; 20; 29; 30; 34 e 56,2kDa e esse €& composto principalmente de
aminoacidos hidrofoébicos (nao polares), incluindo a prolina (446,77ppm), leucina
(11,08ppm), valina (6,27ppm), isoleucina (4,59ppm), alanina (2,91ppm) e glicina
(1,87ppm). A quantidade de aminod&cidos totais presentes no extrato bruto foi de
526,59ppm; (v) em ensaios de citotoxicidade, o extrato bruto apresentou uma
concentracdao hemolitica 50% em tubos na concentracao de 11,43ug de proteinas
numa suspenséo de eritrocitos de carneiro e uma concentracdo citotoxica 50% na
concentragdo de 32,14ug de proteinas em células VERO; o halo de hemdlise
maximo (raio) em AS foi de 5,6mm (profundidade) e 5,7mm (superficie) numa

concentracdo de 80ug e 10ug de proteinas, respectivamente.

Schulz (2003) concluiu o estudo afirmando que o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 é composto, principalmente, de
proteases e outras enzimas bacterioliticas, sugerindo estudos adicionais para se
obter um resultado mais conclusivo da toxicidade do extrato bruto antibacteriano
de Bacillus amyloliquefaciens R 10, como ensaios in vivo de toxicidade aguda,

sub-crbnica e crbnica.

Cepas geneticamente modificadas de Bacillus subtilis produziram
subtilisina com peso molecular de 28,5kDa. Essa subtilisina (Carlsberg) foi,
primeiramente, isolada nos anos 50 de uma cepa classificada como Bacillus
subtilis e, posteriormente, reclassificada como Bacillus licheniformis. A segunda
maior protease extracelular de Bacillus subtilis € a protease neutra (30kDa) ou
metaloprotease (40kDa). Além de proteases extracelulares presentes na cultura
de Bacillus subtilis, varios pesquisadores tém verificado a presenca de outras
serina proteases. Dentre essas, a Bacilopeptidase F (50kDa) que possui forte
atividade proteolitica. Protease neutra, subtilisina e Bacillopeptidase F foram as
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Unicas proteases extracelulares originalmente detectadas em culturas de Bacillus
subtilis. Uma das menores proteases isoladas de cepas de Bacillus subtilis
modificados foi a metaloprotease Mpr com peso molecular de 28kDa. Duas
proteases intracelulares tém sido isoladas da esporulacao ou fase estacionaria de
células de Bacillus subtilis, sendo a primeira protease caracterizada a intracelular
serina protease (ISP) com peso molecular de 31kDa. Estudos recentes tém
indicado que essa enzima esta sujeita a protedlise durante a purificacdo e que
possui, in vivo, um peso molecular de 34kDa (PERO; SLOMA, 1993; OH; KIM;
PARK, 2002).

A atividade hemolitica apresentada por algumas espécies de bacilos pode
estar relacionada a sua atividade antimicrobiana, pois ambas sao resultantes da
acao de substancias que tem como alvo primario a membrana citoplasmaética,
tanto em células procariontes quanto eucariontes. Isso foi observado no estudo de
Boucabeille et al. (1997), que isolou a linenscina, uma substancia com atividade
antimicrobiana e hemolitica de Brevibacterium linens OC2.

A maioria dos peptideos de Bacillus contém altas concentragdes de prolina
e glicina, o que confere dobras 3 no final do centro hidrofébico na posicdo -5 a -7
do C-terminal (+1 refere ao aminoacido N-terminal da proteina madura), sendo
suas cadeias peptidicas estabilizadas por pontes de hidrogénio. O grupo amino
secundario (imino) da prolina é mantido em uma conformagéo rigida que reduz a
flexibilidade estrutural nesse ponto da cadeia polipeptidica (PERO; SLOMA, 19983;
LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).

3.3 Aplicacao de substéancias antimicrobianas na conservacao e

processamento de alimentos

Com a emergéncia de microrganismos psicrotréficos em alimentos, o
desenvolvimento de novas tecnologias e a procura dos consumidores por
alimentos naturais, as bacteriocinas e/ou seus microrganismos produtores tém
sido reconhecidos como uma fonte potencial de bioconservadores para alimentos
(MARTH, 1998; MORENO; LERAYER; LEITAO, 1999).



58

Algumas espécies de Bacillus sao utilizadas como probidticos em nutricao
humana, bem como para prevenir distirbios gastrintestinais. Os probio6ticos
também sdo usados como suplementos de racées em aqlicultura. No sudeste
asiatico os produtos contendo probiéticos sdo administrados como agentes
terapéuticos, ja em outros paises sdo também usados como agentes profilaticos
de diarréia infantil. Esses probidticos sdao comercializados na forma de
endosporos em dose Unica contendo 10%esporos/g ou 10%sporos/ml. Dentre as
espécies de Bacillus utilizadas como probibticos encontra-se Bacillus subtilis. O
efeito probiético no hospedeiro ocorre por trés mecanismos basicos: (i)
imunomodulacdo do tecido linfide associado ao intestino; (i) exclusao
competitiva dos patégenos gastrintestinais e por (iii) secrecdo de compostos
antimicrobianos que inibem o crescimento de patdgenos (DUC et al., 2004).

Apesar do grande numero de trabalhos de pesquisa sobre a aplicacao de
bacteriocinas em bioconservacao, o uso efetivo desses compostos em alimentos
ainda é bastante limitado, particularmente as produzidas por Bacillus spp. A idéia
da utilizacdo de nisina em alimentos foi sugerida pela primeira vez por Hirsch et
al. (1951), depois de realizar um experimento com linhagens de Lactococcus
lactis subsp. lactis na fabricagdo do queijo suico, obtendo como resultado a
inibicdo do estufamento tardio causado por Clostridium butyricum e Clostridium
tyrobutyricum (DELVES-BROUGHTON, 1990b; ROBERTS; ZOTTOLA; MICKAY,
1992). Diversos paises permitem o uso de nisina em produtos como leite, queijo,
produtos lacteos, tomates, sopas enlatadas, maionese e alimentos infantis. No
Brasil, a nisina é aprovada para uso em todos os tipos de queijo no limite maximo
de 12,5mg/kg e nosso pais € pioneiro na utilizacdo dessa bacteriocina em
produtos carneos, sendo permitida a sua aplicagdo na superficie externa de
salsichas de diferentes tipos. O produto pode ser aplicado como solugéo
comercial de nisina a 0,02% em solugéo de &cido fosférico grau alimenticio (DE
MARTINIS; ALVES; FRANCO, 2002).

Benkerroum e Sandine (1988) investigaram a utilizacdo de nisina no
controle de Listeria monocytogenes ATCC 7644 em queijo “Cottage”, realizando
dois experimentos. O primeiro deles, envolveu duas séries de trés amostras cada,
contendo uma mistura estéril de 2509 de queijo e 50ml de creme pasteurizado
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(leite com 12% de gordura) cada uma. A primeira amostra de cada série foi
destinada a adicdo de nisina e Listeria monocytogenes, perfazendo uma
concentracdo final de 2,55x10%Ul/g e 3,5x10°células/g de queijo, respectivamente.
A outra amostra designada de controle positivo teve somente adicdo da bactéria
estudada, enquanto que a terceira delas serviu como controle negativo. Dessas
amostras, uma das séries foi incubada a 4°C e a outra a 37°C. O segundo
experimento realizado foi diferente do anterior pela ndo esterilizagdo da mistura e
pela temperatura de incubacdo, que sO6 ocorreu a 4°C. Os dados obtidos
revelaram que em ambos 0s casos, com ou sem esterilizacdo, a presenca de
Listeria monocytogenes nao foi detectada depois de 24h nas condicbes
estudadas, permitindo aos autores concluirem que a adicdo da nisina nao

somente inibiu o crescimento, mas também eliminou esse microrganismo.

Além da nisina, outras bacteriocinas produzidas por BAL ja foram testadas
em alimentos, principalmente produtos carneos e laticinios, com relativo sucesso,
podendo ser adicionadas na forma purificada ou semi-purificada como um
ingrediente, por incorporagéo de um ingrediente previamente fermentado por uma
cepa bacteriogénica ou pela adigcdo de uma cultura inicializadora em alimentos
fermentados com producao da bacteriocina in situ (McMULLEN; STILLES, 1996;
BUYONG; KOK; LUCHANSKY, 1998; WESSELS; JELLE; NES, 1998; DEEGAN
et al., 2006).

No entanto, a autorizacdo para que uma dada bacteriocina seja
regulamentada para uso em alimentos, depende dos alimentos nos quais ela sera
usada e seu propésito nos mesmos. O uso de bacteriocinas purificadas,
microrganismos produtores de bacteriocinas, ou expressdo genética de
bacteriocinas em microrganismos produtores de alimentos, nos Estados Unidos,
esta sob jurisdicdo da Food and Drug Administration (FDA) e sdo regulamentados
como ingredientes alimentares sob o Federal Food, Drug and Cosmetic Act
(FFDCA). No FFDCA, as substancias sdo reconhecidas como seguras
(substances generally recognaized as safe - GRAS) por especialistas qualificados.
A decisdao é baseada em pesquisas cientificas ou no fato de tais agentes ja
estarem presentes, historicamente, sem problemas em alimentos (FIELDS, 1996).
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As bacteriocinas, em geral, sdo uma das op¢des em um mosaico de
possiveis mecanismos para controlar bactérias patogénicas e deteriorantes em
alimentos. Porém, é importante lembrar que elas jamais poderdo substituir as
boas praticas de fabricacdo fundamentais para a producao de alimentos seguros
(GIRAFFA, 1995).

Nos ultimos 20 anos, a reducdo no custo e a maior disponibilidade no
mercado de enzimas tem estimulado o interesse da industria na aplicagdao de
catalisadores biol6gicos no processamento de alimentos (TUCKER; WOODS,
1995).

Proteases de Bacillus amyloliquefaciens sao muito utilizadas na producao
de queijos, com intuito de melhorar o sabor. Essas enzimas também sao usadas
para remover proteinas aderidas a espinha de peixes, que sao dificeis de serem
removidas mecanicamente, sendo posteriormente usadas na fabricacdo de
enlatados e sopas. Na industria de panificacdo, as proteases sdo usadas na
hidrolise parcial do gluten de farinhas para massas de péaes, bolos e biscoitos
(CHAPLIN; BUCKE, 1990).

A subtilisina de Bacilus subtilis vem sendo utilizada para protedlise de
proteinas de soja na producédo de molho de soja. Além de melhorar a capacidade
emulsificante na producao de salsichas e mortadelas, as proteinas hidrolisadas de
soja melhoram o sabor de carnes curadas (CHAPLIN; BUCKE, 1990).

Além das proteases e subtilisina, produzidas por Bacillus spp., Hewitt e
Solomons (1996) apresentam a o-amilase de Bacillus amyloliquefaciens como
uma enzima de grande importancia comercial para hidrélise, tanto de dextrinas de
alto peso molecular quanto de polimeros de glicose de baixo peso molecular,

utilizada pela industria alimenticia.

Esses sdo apenas alguns exemplos do potencial de aplicacdao das
bacteriocinas e enzimas produzidas por Bacillus spp. na conservagao e
processamento de alimentos. Muitas dessas substancias precisam ainda ser
descobertas e melhor caracterizadas para utilizacao pela industria alimenticia.
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3.4 Seguranca de bacteriocinas e enzimas produzidas por Bacillus spp.

As bacteriocinas sdo ainda pouco utilizadas industrialmente como
conservadores de alimentos, em funcdo dos elevados custos dos ensaios
toxicol6gicos necessarios para liberar um novo antimicrobiano (GOULD, 1996).

Os principais estudos toxicologicos envolvendo bacteriocinas relatados até
o momento se referem aos testes realizados para a aprovacdo do uso da nisina

como bioconservador em alimentos (FDA, 1988).

Frazer; Sharratt e Hickman (1962) investigaram a toxicidade aguda e
cronica dessa bacteriocina e pelo estudo de sensibilizacao intestinal em cobaias.
No ensaio de toxicidade aguda os grupos de 10 cobaias foram tratados por 12
semanas com queijo contendo nisina. A dose maxima administrada foi de
2,4x10°Ul/kg de peso corpéreo. Nesse estudo ndo foi observada diferenca
significativa em relagcdo ao grupo controle, quanto ao peso, estado clinico e
histologia. No ensaio de toxicidade crdnica, realizado durante dois anos, foram
utilizados grupos de cobaias constituidos de 30 fémeas e 15 machos. A dose
maxima administrada foi de 3,3x10°Ul/kg de peso corpéreo/dia. O grupo tratado
com a maior dose apresentou um aumento significativo do peso dos rins em
relagdo ao grupo controle. Ja no ensaio de sensibilizagdo intestinal em cobaias
nao se constatou sensibilizacdo no fleo apds administracdo de 5x10*Ul/kg de
peso corporeo/dia, durante trés meses.

De acordo com Henning; Metz e Hammes (1986a), a nisina foi aceita como
aditivo alimentar em 1969 pelo Comité Conjunto da Organizacdo para
Alimentacado e Agricultura (FAO) e Organizagdo Mundial da Saude (OMS). O
mesmo estabeleceu uma ingestao diaria aceitavel (IDA) para a nisina de 33.000
Ul/kg de peso corporeo, baseando-se nos estudos de Frazer; Sharratt e Hickman
(1962). Em nisina pura essa IDA corresponde a 821ug/kg de peso corpéreo, ou
seja, para uma pessoa de 70kg corresponde a uma ingesta de 58mg de nisina
pura por dia.
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Em 1988, o FDA considerou essa bacteriocina como uma substancia
GRAS, ou seja, segura para a saude do consumidor (HARRIS; FLEMING;
KLAENHAMMER, 1991).

Em 1990 o Comité Cientifico em Alimentos da Uniao Européia estabeleceu
uma IDA de 0,13mg/kg de peso corpéreo para o produto contendo nisina na
concentracdo de 40x10°Ul/kg. Isso corresponde a 5.200Ul/kg de peso corpéreo
(ou 130ug de nisina pura’kg de peso corporeo), sendo aproximadamente 6,5
vezes menor que a IDA estabelecida pelo comité FAO/OMS (WESSELS; JELLE;
NES, 1998).

Considerando que a nisina é consumida por via oral, Claypool et al. (1966),
realizaram estudos sobre os efeitos dessa na microbiota oral. A partir desses
estudos foi constatado que um minuto apdés o consumo de leite achocolatado
contendo nisina foi possivel detectar apenas 40% de sua atividade quando
comparada ao controle de saliva. Em contraste, 0 mesmo estudo mostrou que
quando o leite achocolatado tinha penicilina, a saliva apresentava atividade
antimicrobiana por um tempo maior. Outro estudo mostrou o efeito das enzimas
gastricas sobre a nisina; o peptideo antimicrobiano é inativado pela tripsina e a
partir disso concluiu-se que a ingestao da nisina nao interfere sobre a microbiota
gastrintestinal (HARA et al., 1962).

A bacteriocina com maior uso comercial € a nisina, mas a seguranca de
outras bacteriocinas com potenciais aplicacoes em alimentos também tem sido
avaliada. A pediocina PA-1 foi injetada tanto em ratos como em camundongos e o
teste imunolégico mostrou que a pediocina ndo é imunogénica para ambos
animais. Esse peptideo é também suscetivel a protedlise por tripsina e
quimiotripsina (BHUNIA et al.,1990).

Muitos microrganismos do género Bacillus sao utilizados na fermentacao
de alimentos. Por outro lado, algumas espécies também podem causar
deterioracdo e toxinfeccoes alimentares. Bacillus cereus é um patdgeno classico,
causador de sindrome diarréica ou emética, porém, outras espécies de Bacillus,

incluindo Bacillus subtilis, Bacillus pumilus e Bacillus licheniformis tém sido
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relacionadas a enterites seguidas de ingestdo de alimentos contaminados com
essas bactérias (JAY, 1996; LINDSAY et al., 2000; EHLING-SCHULZ; FRICKER,;
SCHERER, 2004).

Contudo, a principal contribuicdo do género Bacillus para a industria da-se
através da producédo de uma grande variedade de enzimas como, por exemplo,
xilanase, a-amilase e proteases (GHORBEL; SELLAMI-KAMOUN; NASRI, 20083;
ASGHARI et al., 2004; HECK et al., 2005).

Segundo Fermanian e Wong (2000), a hemolisina BL produzida por
Bacillus cereus é composta de trés proteinas distintas B, L1 e L2; as quais nao
sdo toxicas individualmente, mas quando combinadas sdo hemoliticas,
enterotoxigénicas, dermonecréticas e citotdxicas para varios tipos de células e
tecidos.

A citotoxicidade da toxina CytK, produzida por Bacillus cereus, foi avaliada
utilizando uma linhagem de células epiteliais intestinais denominada CACO-2.
Nesse estudo foi constatado que a quantidade de proteina necessaria para inibir
em 50% a sintese de proteinas foi de 16ng, sendo aproximadamente 10.000
vezes mais potente que a B-toxina produzida por Clostridium perfringens, que é
considerada citotoxica e ndo citolitica. A atividade da CytK esta diretamente
relacionada com a formacado de poros na membrana das células CACO-2. Os
valores obtidos no estudo foram cinco vezes menores do que 0s encontrados
utilizando a linhagem de células epiteliais renais VERO (HARDY; LUND;
GRANUM, 2001).

Pariza e Foster (1983) discutiram os critérios de seguranca para enzimas
industriais usadas no processamento de alimentos, derivadas de cepas
melhoradas via metodologias tradicionais (ndo-recombinantes). Os seguintes
pontos foram analisados: a seguranca da cepa com atencao especial para o seu
potencial toxigénico e patogénico; alergias e irritacées primarias; carcinogénese e
mutagénese; teratogénese e efeitos reprodutivos; antibiéticos; produtos de reacao
enzimatica; interagbes entre enzimas e outros componentes alimentares e efeitos

diretos das enzimas alimentares sobre o consumidor. Segundo esses mesmos
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autores, a avaliacado de seguranca de enzimas alimentares comeca pelo teste oral
de toxicidade aguda em ratos com dose Unica, onde essa deve ser equivalente,
no minimo, a 100 vezes a exposicdo humana média estimada ou no minimo
2.000mg/kg de peso corporal, conforme diretrizes estabelecidas para testes em
animais (OECD, 1987). O segundo teste de toxicidade proposto é um estudo da
dose oral repetida (14-91 dias) de preferéncia em ratos, onde o material teste
pode ser administrado na racao ou via sonda esofagica. A dose minima para esse
teste deve ser ao menos 100 vezes a exposicado média humana estimada. Além
disso, os autores recomendam que o material teste seja avaliado quanto a
presenca de micotoxinas, como as aflatoxinas, zearalenona, toxina T-2,

ocratoxina A e esterigmatocistina.

O ensaio de toxicidade aguda determina o potencial de letalidade através
da determinagdo da dose letal mediana (DLsp), tendo em vista que, com raras
excecoes, as Unicas toxinas produzidas por bactérias sao proteinas ou peptideos,
como, por exemplo, certas enterotoxinas ou neurotoxinas (PARIZA; FOSTER,
1983). De acordo com o protocolo internacional, um ensaio limite pode ser
realizado com apenas 10 animais quando utiliza-se dose Unica de no minimo
2.000mg/kg. No caso de nao observagao de mortalidade, esse ensaio pode ser
considerado como definitivo. Em havendo mortalidade, esse deve ser realizado
com trés doses. O protocolo internacional ndo preconiza a necessidade de um
grupo controle negativo paralelo ao grupo experimental em caso da utilizacao do

veiculo para o qual ha controle histérico do laboratério (OECD, 1987).

Apesar de Pariza e Foster (1983) questionarem se é cientificamente
justificado e necessario testar novas preparacées de enzimas alimentares quanto
a atividade mutagénica, os testes continuam sendo conduzidos, muitas vezes
devido a exigéncias regulamentares em determinados paises. Vale, portanto,
mencionar que, os testes de toxicidade in vitro quanto a agentes mutagénicos e
clastogénicos exigidos para novas preparacdes enzimaticas se mostraram
semelhantes aos determinados por quimica analitica e testes em animais.
Segundo esses autores, existem trés razbes para isso: (i) proteinas, incluindo
enterotoxinas e neurotoxinas alimentares produzidas por algumas bactérias nao

sdo genotdxicas; (i) todas as micotoxinas conhecidas, algumas das quais
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genotdxicas, também induzem outros efeitos tdéxicos em animais de laborat6rio,
facilmente detectdveis em testes alimentares de curto prazo; e (iii) existem
procedimentos analiticos confiaveis para virtualmente todas as toxinas e

micotoxinas protéicas alimentares.

Phelps e McKillip (2002) investigaram a presenca dos genes hbIC, hbiD,
hblA, nheA e nheB e dos operons HBL e NHE, responsaveis pela produgédo de
enterotoxinas, em 39 espécies de Bacillus incluindo Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus cereus, Bacillus circulans, Bacillus lentimorbis, Bacillus pasteurii e
Bacillus thuringienses, utilizando a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR),
ensaios imunolégicos e a deteccdo em placa de lecitinase e hemolise. Os
resultados obtidos confirmam a presenca dos genes em espécies de Bacillus fora
do grupo do Bacillus cereus e a habilidade em produzir toxinas em sistemas

alimentares em aerobiose a 32°C.

Recentemente, tém sido realizados varios estudos do potencial citotéxico
de cepas industriais de Bacillus sp. utilizando ensaios in vitro. Pedersen et al.
(2002) investigaram o potencial citotoxico de Bacillus licheniformis, Bacillus
amyloliquefaciens e Bacillus subtilis em células de évario de hamsters utilizando o
ensaio do sal de tetrazdlio (MTT) e ensaios imunoldgicos, onde concluiram que as
espécies de Bacillus pertencentes ao grupo subtilis sdo seguras para uso

industrial.
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4 MATERIAIS E METODOS

O extrato bruto antibacteriano foi obtido de uma cultura de Bacillus

amyloliquefaciens R 10, isolada por Batista (1993).

Nos ensaios para avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto
foram utilizadas culturas de Listeria monocytogenes NCTC 098630,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Aspergillus
fumigatus ATCC 9197, Penicillium commune J238, Rhodotorula muscilaginosa
J350, Pichia anomala DSM 70255 e Kluveromyces marxianus ATCC 16045,

adquiridas da Fundacao André Tosello de Campinas, SP.

Para o ensaio de genotoxicidade foram utilizadas células VERO ATCC-
CCL 81, que sao culturas continuas de fibroblastos de Cercopithecus aethiops,
adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC).

No ensaio de toxicidade aguda em ratos, foram utilizados 10 ratos Wistar
(Rattus norvegicus), brancos, adultos e sadios, com sete semanas de idade de
ambos 0s sexos, pesando entre 202 e 380¢g, adquiridos junto ao Setor de Criacédo
do Biotério Central da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
USP de Sao Paulo, SP.

Para andlise toxicolégica aguda do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 também foram utilizados 100 camundongos Swiss (Mus
musculus) machos e fémeas, pesando entre 25 e 35g, adquiridos do Biotério
Central da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL) de Tubarao, SC.

Na andlise toxicologica de doses repetidas foram utilizados 160
camundongos Swiss (Mus musculus) machos e fémeas, pesando entre 25 e 35q,
adquiridos do Biotério Central da UNISUL de Tubarao, SC.
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4.1 Atividade antimicrobiana do extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens
R10

4.1.1 Obtencéao do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10

O processo de obtencdo do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 e a triagem de sua atividade antimicrobiana foram
realizados no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do CAL do CCA da
UFSC, de acordo com a metodologia utilizada por Schulz (2003), com algumas

modificacoes.

Todos os ensaios desse trabalho foram realizados com dois pools de
extrato bruto, sendo um obtido pela mistura de extratos brutos extraidos em
tampao (Quadro 2) e o outro obtido pela mistura de extratos brutos extraidos em
agua, constituidos de 1l e 3l de extrato bruto, respectivamente. O pool extraido
em agua foi obtido utilizando somente agua destilada no processo de
ressuspensao do precipitado e em todas as etapas de didlise. Esse foi utilizado
em todos o0s ensaios, exceto para avaliacdo da atividade antimicrobiana do
extrato bruto utilizando diferentes indicadores. Os pools foram concentrados por
liofilizacao (Liofilizador Terroni Favel LT1000/8) conforme a necessidade, sendo
previamente testados quanto a atividade antimicrobiana antes de serem utilizados
nos ensaios (DAWSON et al., 1969; KAISER; MONTVILLE, 1996). Os pools de
extratos brutos foram liofilizados no Laboratério de Biotecnologia Alimentar do
CAL do CCA da UFSC.

O processo de dialise foi monitorado, qualitativamente, com o reagente de
Nessler, objetivando o controle da remog&o de todo o sulfato de aménio utilizado
no processo de precipitacdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1996).
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Quadro 2 — Fluxograma do processo de obtencédo do extrato bruto antibacteriano

de Bacillus amyloliquefaciens R 10.

Ativar a cultura estoque de Bacillus amyloliquefaciens R 10 em caldo triptona de soja
suplementado com extrato de levedura (TSB-YE)

iss"c por 24h

Inocular um erlenmeyer contendo 450ml de TSB-YE com 4,5ml da cultura de Bacillus
amyloliquefaciens R 10

lss"c por 24h
Centrifugar o caldo de crescimento a 700xg por 30min
J/Eliminar o precipitado

Adicionar, ao sobrenadante, cristais de sulfato de aménio até 20% de saturacao (42,29)

Deixar em repouso a 4°C por 1h para precipitagio de proteinas

Y

Centrifugar a suspenséo a 700xg por 30min
J/Eliminar 0 sobrenadante
Ressuspender o precipitado em 75ml de agua destilada
Dialisar o material ressuspenso em membrana de didlise de 3,5kDa, contra 5| de agua
destilada substituindo esta apds 2, 18h e na quarta dialise (ap6s 20h do inicio desse

processo) utilizar 51 de tampao fosfato de sédio 0,2M pH 7,2 por 4h

24h em refrigeragéo

Esterilizar o material dialisado através de membrana (0,22um)

v

Extrato bruto

Fonte: Schulz (2003), com algumas modificagdes.

Para triagem da atividade inibitéria do extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 obtido foram preparadas placas contendo agar
triptona de soja suplementado com extrato de levedura (TSA-YE) que, apés
solidificado, foi inoculado, por semeadura em superficie, com 0,1ml de Listeria
monocytogenes na concentracdo de 10°UFC/ml, previamente ativada em TSB-YE
a 35°C por 24h.
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Volumes de 10ul do extrato bruto foram aplicados na superficie de placas
de TSA-YE. As placas foram deixadas em temperatura ambiente por 30min para
difusdo do extrato bruto no agar e depois incubadas a 35°C por 24h. Apds
incubacéo foi realizada a leitura para observacdo dos halos de inibicdo. Essa
triagem da atividade antimicrobiana do extrato bruto foi realizada a cada extragéo
para ser em seguida padronizada pela dosagem de proteinas e, posteriormente,
avaliada nos ensaios de atividade antimicrobiana utilizando diferentes indicadores
(BATISTA, 1993; SCHULZ, 2000; BONELLI, 2001; SCHULZ, 2003).

4.1.2 Dosagem de proteinas do extrato bruto

A dosagem de proteinas do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 foi realizada no Laborat6rio de Bioquimica de Alimentos
do CAL do CCA da UFSC.

A padronizagao da atividade antimicrobiana e dos ensaios de toxicidade do
extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens R 10 foi realizada pela determinacgéo
da concentragdo de proteinas utilizando o Kit de Ensaio para Dosagem de
Proteinas Totais (Analisa Diagndstica - Método de Biureto) por comparagdo com
padrdo de albumina de soro bovino (BSA). A leitura foi em espectrofotdmetro
(Hitachi U2010) a 545 nm.

4.1.3 Avaliagéo da atividade antibacteriana

A avaliagdo da atividade antibacteriana do extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 foi realizada no Laborat6rio de Microbiologia de Alimentos
do CAL do CCA da UFSC.

Para o estudo foram utilizadas placas de TSA-YE, previamente inoculadas
com 0,1ml de cada microrganismo na concentragdo de 10°UFC/ml, pela técnica
de difusdo em pocos. Foram testados 5, 20, 40, 60 e 80ul de uma solucéo
estoque de 1000ug de proteinas/ml em tampéo fosfato 0,2M pH 7,2, contendo 5,

20, 40, 60 e 80ug de proteinas, respectivamente. A atividade antibacteriana do
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extrato bruto foi comparada com a nisina comercial (Nisaplin®), por ser essa a
primeira bacteriocina utilizada comercialmente na conservacado de alimentos. A
partir de uma solucdo estoque de Nisaplin® contendo 1000ug de nisina/ml em
tampao fosfato 0,2M pH 7,2, foram utilizados 5, 20, 40, 60 e 80ul contendo 5, 20,
40, 60 e 80ug de nisina, respectivamente. Apds inoculacao nas placas, foram
necessarios 30min para difusdo do indculo no agar. Apés esse periodo as placas
inoculadas foram incubadas a 35°C por 24h. Como controle negativo foi utilizado
tampao fosfato 0,2M pH 7. A atividade antimicrobiana foi avaliada pela medida do
raio do halo de inibicao utilizando um paquimetro (BATISTA, 1993; SCHULZ,
2003).

4.1.4 Avaliagao da atividade antifungica

A avaliacdo da atividade antifungica do extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 foi realizada no Laboraté6rio de Microbiologia de Alimentos
do CAL do CCA da UFSC, de acordo com Yu et al. (2002), Magnusson et al.
(2003) e Kim e Chung (2004), com algumas modificacdes. Apos reativacdo dos
esporos e células liofilizadas em agua destilada realizaram-se diluicbes decimais

seguintes em agua peptonada a 0,1%p/v.

Foram utilizadas placas de agar dextrose batata (PDA) e agar dextrose
sabouraud (SDA) para os fungos e leveduras, respectivamente. As placas foram
previamente inoculadas com 0,1ml de cada microrganismo na concentracdo de
10°esporos/ml e 10°UFC/ml para fungos e leveduras, respectivamente. O ensaio
foi realizado pela técnica de difusdo em pocos. Para o estudo foram utilizados 5,
20, 40, 60 e 80ul de uma solugao estoque de 1000ug de proteinas/ml em tampéao
fosfato 0,2M pH 7,2 contendo 5, 20, 40, 60 e 80ug de proteinas, respectivamente.

A atividade antifungica do extrato bruto foi comparada com a nisina
comercial (Nisaplin®), por ser essa a primeira bacteriocina utilizada
comercialmente na conservacao de alimentos. A partir de uma solucédo estoque
de Nisaplin® contendo 1000ug de nisina/ml em tampao fosfato 0,2M pH 7,2, foram
utilizados 5, 20, 40, 60 e 80ul contendo 5, 20, 40, 60 e 80ug de nisina,
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respectivamente. Apds inoculacdo nas placas foram necessarios 30min para
difusdo do inéculo no agar. Apdés esse periodo as placas inoculadas foram
incubadas a 24°C por 96h e 28°C por 48h para fungos e leveduras,
respectivamente. Como controle negativo foi utilizado tampao fosfato 0,2M pH 7.
A atividade antifungica foi avaliada pela medida do raio do halo de inibicdo
utilizando um paquimetro (BATISTA, 1993; SCHULZ, 2003).

4.2 Toxicidade do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens
R 10 in vitro

O estudo de toxicidade do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 foi realizado de acordo com o guia para realizacao de
estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos descrito na Resolucdao RE
n? 90/2004 (BRASIL, 2004).

4.2.1 Genotoxicidade

A avaliacao da genotoxicidade do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 foi realizada no Laboratério de Virologia Aplicada do MIP
do CCB e do CIF do CCS da UFSC.

Para o estudo da genotoxicidade foi utilizado o Ensaio do Cometa, segundo
a técnica alcalina originalmente proposta por Singh et al. (1988), com algumas
modificacdes na preparacao das laminas propostas por Klaude et al. (1996) e de
acordo com as recomendagbes do International Workshop on Genotoxicity Test
Procedures (TICE et al., 2000).

a) Procedimento

As células VERO ATCC-CCL 81, foram cultivadas em placas de 24
cavidades (2,5 x 10°células/ml, 1ml/cavidade), formando uma monocamada
confluente em 24h a 37°C/5% de CO.. Essas células foram cultivadas em meio
199 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 100U/ml de

estreptomicina/penicilina/fungizona. Apdés o tapete formado, cada uma das



72

amostras foi adicionada a placa (500ul/cavidade), a qual foi incubada durante
90min, a 37°C/5% CO,, para avaliagdo da indugdo de genotoxicidade por
exposicdo aguda das células ao extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10. As concentragdes utilizadas do extrato bruto foram 60, 80
e 100ug/ml de proteinas. Os controles positivos foram laminas preparadas com
células VERO tratadas com uma solucao de peréxido de hidrogénio (H-O,) 200 e
100uM, durante 90min, a 37°C/5% CO.. A titulagédo da solugédo a 30% de H.O» por
permanganometria, foi realizada periodicamente, para garantir a concentracao
dos controles positivos. Os controles negativos foram laminas preparadas com
células VERO néo tratadas, ou seja, contendo apenas meio de manutencao,

submetidas ao mesmo tratamento que as demais.
b) Preparacao da suspensao celular

Apbs os tratamentos, o tapete celular de cada cavidade das placas foi
lavado trés vezes com 300ul de tampédo fosfato de sodio (PBS) e entdo
tripsinizado. Em cada cavidade, foram adicionados 150ul da solugé@o de tripsina
(0,05%): EDTA (0,02%), deixando-se agir por até 5min, para a obtencao da
suspensao celular a acao da tripsina foi interrompida pela adicdo de meio minimo
essencial (MEM)/5% soro fetal bovino - SFB (500ul/cavidade). A suspenséao
celular foi recolhida com auxilio de uma pipeta Pasteur e centrifugada a 350xg por
3min em tubo Falcon. Apés o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e as
células foram ressuspendidas com 200ul de meio MEM de forma a obter uma
suspensdo de aproximadamente 1x10%células/ml. Essa suspensdo celular foi,
posteriormente, adicionada a agarose de baixo ponto de fusdo (Gibco BRL) para
formar a segunda camada sobre as laminas. Foram utilizadas duas laminas por

tratamento.
c) Preparacao das laminas

Conforme as modificacbes propostas por Klaude et al. (1996), foram
utilizadas laminas de microscopio foscas apenas numa das extremidades,
desengorduradas, e que ja tiveram uma primeira camada de agarose formada
com uma solucao de agarose de ponto de fusdo normal (Gibco BRL) a 1,5% em
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PBS livre de ions calcio e magnésio e deixadas a temperatura de 4°C para
secagem. ApOs coloracdo e analise, as laminas podem, ainda, ser secadas
novamente e guardadas sem que haja perda importante de material ou alteracao

na aparéncia dos cometas.

Para cada lamina foram usados 40ul da suspensao celular, previamente
preparada e tratada, e 60ul de solugdo de agarose de baixo ponto de fusédo a
0,5% em PBS livre de ions calcio e magnésio, mantida a 37°C. Uma laminula de
24x60mm foi colocada sobre cada lamina, imediatamente, para que a agarose
nao secasse, antes de se espalhar por toda lamina. As laminas foram deixadas a

4°C, por 15min, para a solidificacao da agarose.

d) Lise celular

Em seguida, foram retiradas as laminulas e as laminas foram submersas
em 100ml de solucao de lise gelada (4°C), recém-preparada (NaCl 2,5M, EDTA
100mM, Tris-HCI 10mM, gsp de NaOH 10N para obter pH 10) adicionada de 10%
DMSO e 1% Triton X-100. A solugéo de lise é uma solucao detergente contendo
altas concentracées de sais, que promove a desintegracdo das membranas
celulares. As laminas podem permanecer nesta solugdo, no minimo, por 1h e, no

maximo, por 30 dias.

e) Tratamento alcalino e eletroforese

Apos a lise celular, as laminas foram lavadas com PBS gelado com auxilio
de uma pipeta Pasteur e submetidas ao tratamento alcalino em solugdo tampéao
de pH 13 (300mM NaOH e 1mM EDTA), previamente refrigerada, por 30min, em
banho de gelo. A eletroforese foi feita numa cuba horizontal disposta num banho
de gelo, com voltagem constante (25Volts) e amperagem de 280-300mA, por
30min. Durante o tratamento alcalino, ocorre o relaxamento e desespirilizacao dos
sitios de rompimento da molécula de DNA (ROJAS; LOPEZ; VALVERDE, 1999).
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f) Neutralizacao

Apos eletroforese, as laminas foram lavadas trés vezes com uma solugéo
de neutralizagao (Tris-HCI 0,4M, pH 7,5), por 5min cada, sendo em seguida
secadas e posteriormente colocadas numa cuba com etanol absoluto por alguns

segundos. Apds secagem, as laminas foram submetidas a coloracéo.

g) Coloracéao

As laminas foram coradas com 30ul de uma solugcédo aquosa de brometo de
etideo a 20ug/ml e cobertas com laminulas. O brometo de etideo é um agente
intercalante de DNA que emite fluorescéncia quando exposto a radiacdo UV
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

h) Analise dos cometas

Apoés coradas, as laminas foram avaliadas, imediatamente, em microscépio
de epifluorescéncia (Olympus BX 40), com filiro de excitagcdo de 515-560nm e

filtro de barreira de 590nm, com aumento de 400X.

A andlise dos cometas foi realizada visualmente, conforme classificacao
proposta por Kobayashi et al. (1995), seguindo algumas modificacdes

introduzidas por Miyamae et al. (1998).

Através da analise microscoépica, os cometas foram classificados em cinco
categorias: classe |, sem cauda; classe Il, cometas com pequenas caudas
(comprimento da cauda menor que 25% do didmetro da cabeca); classe lIl,
cometas com caudas médias (comprimento da cauda entre 25 e 100% do
didmetro da cabeca); classe IV, cometas com caudas longas (comprimento da
cauda maior do que o diametro da cabeca); e classe V, cometas mal definidos ou
com cabecas pequenas (KOBAYASHI et al., 1995).

Cinquienta células foram analisadas, ao acaso, na regiao central de cada

lamina e diferenciadas visualmente em cinco classes, utilizando-se um escore,
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onde foram atribuidos valores 0, 1, 2, 3 e 4 para as classes I, II, lll, IV e V,
respectivamente, conforme Figura 3 (COLLINS et al., 1997; DA SILVA, 2000;
SILVA et al.,, 2002). Os cometas localizados nas bordas do gel ndo foram
quantificados a fim de evitar resultados falso-positivos.

Classe | Classe 11 Ll1w.[ll Classe IV Classe V

i
[gscore ) fescore 1) {escore 2) [Eescore ») {escore |.'

Fonte: Savi (2004).

Figura 3 — Diferenciacao das classes dos cometas em ensaios de genotoxicidade.

4.3 Toxicidade do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens
R 10 in vivo

Com intuito de melhor investigar o indicativo de toxicidade do extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 apresentado no ensaio do
Cometa, optou-se pela realizagcao de analises toxicoldgicas in vivo.

Todos os ensaios in vivo, utilizando ratos e camundongos, foram
previamente submetidos & avaliagdo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da USP e UFSC, protocolos numeros 2374/2002/USP e 23080.0011700/
2005-03/UFSC, respectivamente.

Esses ensaios foram realizados com intuito de detectar a toxicidade oral
associada as toxinas microbianas ativas por via oral conhecidas até o momento,
bem como investigar a toxicidade do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10, quando administrado em doses menores por longo
periodo de tempo, como ocorre geralmente com o consumo dos aditivos
alimentares (PARIZA; FOSTER, 1983).
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4.3.1 Analise toxicolégica aguda em ratos

A andlise toxicolégica aguda do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 em ratos foi realizada no setor de Toxicologia do
Laboratério de Tecnologia Ambiental Ltda (TECAM) de Sao Paulo, SP.

O presente estudo foi conduzido de acordo com o0s procedimentos
descritos na OECD (1987).

a) Animais

Os animais foram aclimatados no biotério por 5 dias em condicdes de
temperatura de 22+3°C, umidade relativa do ar de 30 a 70% e fotoperiodo de 12h
de luz e 12h de escuro, recebendo dieta basal (racdo Nuvilab CR1, Sdo Paulo,
SP) e agua ad libitum. O alimento e agua foram retirados 1h antes do inicio do
ensaio. Durante esse periodo, as condicdbes de saude dos animais foram
atentamente observadas e registradas (morte, coma, convulsdo, prostracao,
ataxia, tremores, alteracdo na pele ou pélo, alteracdo nas mucosas, diarréia e
salivagao). Antes da exposicdo a amostra, todos os animais foram pesados e
identificados individualmente.

b) Preparacao do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens
R10

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 foi
mantido em geladeira e diluido momentos antes das administracdes diarias. A
amostra liofilizada utilizada no ensaio era constituida de 610,89ug/ml de

proteinas.
c) Toxicidade aguda (DLs)
Um grupo de 10 ratos (5 machos e 5 fémeas) foi tratado com o extrato

bruto em agua, por via oral (gavagem), com a dose de 2.000ug/kg (dose maxima

recomendada). O protocolo internacional ndo preconiza a necessidade de um
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grupo controle negativo paralelo ao grupo experimental em caso de utilizagdo de
veiculo para o qual ha controle histérico do laboratério.

A amostra foi solubilizada em agua deionizada (998ug/ml) e administrada
na dose de 0,2ml/100g de peso do animal. O volume de amostra administrado foi
calculado de acordo com o peso corporeo. Os animais receberam uma dose
Unica, utilizando uma seringa descartavel e tubo de silicone e foram observados
por 14 dias quanto as condi¢coes de saude (morte, coma, convulsédo, prostracao,
ataxia, tremores, alteracdo na pele ou pélo, alteracdo nas mucosas, diarréia e

salivacdo). No final do experimento todos os animais foram pesados.

4.3.2 Analise toxicol6gica aguda em camundongos

A andlise toxicolégica aguda em camundongos do extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 foi realizada no Laboratorio de
Fisiologia do CFS do CCB da UFSC.

O presente estudo foi conduzido utilizando normas de Boas Praticas de
Laboratério (OECD, 1998b) e de acordo com as metodologias descritas na
Organizacao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2001a;
OECD, 2001b).

a) Animais

Os animais foram mantidos no Biotério de setorial do CFS do CCB da
UFSC, em caixas plasticas (medindo 40x32x17cm) dentro de estufas ventiladas
Alesco (Monte Mor, SP), com temperatura controlada (22+2°C) e ar filtrado, em
ciclo claro/escuro de 12h, tratados com agua e racao ad libitum. A racao Nuvilab
CR-1 utilizada foi fornecida pela Nuvital Nutriente S.A., apresentando a seguinte
composicao basica: milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato
de calcio, fosfato bicalcico, cloreto de sbédio, premix vitaminico mineral e
aminoacidos. Os animais foram aclimatizados no laboratério por um periodo de
adaptacdo de pelo menos uma semana antes da realizacdo dos experimentos,

sendo que os mesmos foram realizados de acordo com orientagdes para os
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cuidados com animais de laboratério e consideracdes éticas para experimentagcao
animal (COBEA, 1991). Os animais foram inicialmente identificados,
individualmente, para permitir a avaliacdo comportamental e do peso corporal ao
longo do estudo, bem como do peso dos 6érgaos ao final do experimento.

b) Preparacao do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens
R10

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 foi
mantido em geladeira e diluido momentos antes das administracdes diarias. A
solucdo estoque de extrato bruto utilizada no ensaio era constituida de 567,75ug

de proteinas/ml.

c) Toxicidade aguda (DLs)

O objetivo desse estudo foi investigar a possivel toxicidade aguda
(letalidade) do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10,
administrado por via oral, numa Unica administracdo, nas doses de 5, 50, 500 e
5.000 pg/kg a 80 camundongos (40 machos e 40 fémeas, contendo 10 animais
por grupo), sendo 20 camundongos (10 machos e 10 fémeas) para cada dose,
mantidos em jejum por cerca de 4h. Outros 20 camundongos (10 machos e 10
fémeas), pertencentes aos grupos controles, receberam veiculo (salina, NaCl
0,9%, 10 ml/kg), pela mesma via, utilizado para diluir o extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens R 10. Foi avaliado o efeito do extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 sobre a letalidade nas primeiras 24h e durante os
14 dias apdés a administracdo do extrato, a fim de verificar possiveis alteracoes
relacionadas ao curso do tratamento. Ap6s a administracéo do extrato bruto ou do
veiculo, os animais foram agrupados e mantidos em caixas plésticas, por um
periodo de 14 dias nas condicbes descritas acima, sendo que nas primeiras 4
horas subseqlientes os mesmos foram mantidos em jejum. Os parametros
indicadores de toxicidade (Teste Hipocratico): resposta ao toque, aperto da
cauda, reflexo cérneal, aumento da freqiéncia respiratoria, taquicardia, contorgéao,

tbnus corporal, tremores, convulsdes, sinal de straub, ptose, piloerecao, forca de
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agarar e a eventual mortalidade foram observados as 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 e 24h

apoés o tratamento dos animais.

No decorrer do experimento, foi investigada a possivel influéncia da
administragdo aguda do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens
R 10 sobre o consumo de comida, 4gua e ganho de peso, bem como sobre
alguns 6rgaos vitais. Para isto, os animais foram mantidos em caixas plasticas,
sendo que no 19, 4° 7° 9° 11°e 14°dias apds a administracao do extrato bruto
ou do veiculo, o peso corporal, consumo de agua e comida foram avaliados. No
14° dia de observacao, os animais foram sacrificados, mediante anestesia através
de éter, seguida por deslocamento cervical, e submetidos a uma laparotomia, que
permitiu a observacdo macroscopica (aspecto geral do 6rgao, cor e peso) dos
orgaos e/ou glandulas, tais como: coracao, pulmao, figado, rins, baco, estdmago,
testiculos, ovario e tubas uterinas, glandula salivar, glandula adrenal, timo,

linfonodo mesentérico e encéfalo.
4.3.3 Analise toxicolbgica de doses repetidas

A analise toxicol6gica de doses repetidas em camundongos do extrato
bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 foi realizada no
Laboratério de Fisiologia do CFS do CCB da UFSC.

O presente estudo foi conduzido utilizando normas de Boas Praticas de
Laboratério (OECD, 1998b) e de acordo com as metodologias descritas na
Organizacao para a Cooperagao e Desenvolvimento Econémico (OECD, 1998a).

a) Animais

Idem a analise toxicolégica aguda em camundongos.

b) Preparacao do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens
R10

Idem a analise toxicolégica aguda em camundongos.
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c) Toxicidade por doses repetidas

O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade por doses repetidas do
extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10, administrado pela
via oral, através de gavagem, uma vez ao dia (entre 8 e 12h da manha) por 90
dias consecutivos, nas doses de 50, 500 e 5.000ug/kg em 120 camundongos (60
machos e 60 fémeas, contendo 20 animais por grupo). Outros 40 camundongos
(20 machos e 20 fémeas), animais controles, receberam apenas o veiculo (salina,
NaCl 0,9%), pela mesma via.

A diluicdo do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens
R 10 foi realizada em solugao NaCl 0,9% e o volume administrado foi de 10ml/kg,
pela via oral. Os animais receberam agua e racao ad libitum e as gaiolas foram
lavadas e trocadas trés vezes por semana. Apds a administracdo do extrato ou do
seu veiculo, os animais foram mantidos em caixas plasticas (medindo
40x32x17cm), durante todo o periodo de experimentacao, sendo que diariamente
foram observados alguns parametros indicadores de toxicidade: resposta ao
toque, aperto da cauda, reflexo corneal, aumento da freqiéncia respiratoria,
taquicardia, contorcdo, tbnus corporal, tremores, convulsdes, sinal de straub,
ptose, piloerecao, forca de agarar e a eventual mortalidade dos animais.

Durante o estudo foi registrado o peso corporal, 0 consumo de racao e de
agua dos animais. Ao final dos 90 dias, os animais foram sacrificados e o sangue
foi coletado para a determinacao do hemograma completo e andlise bioquimica
do sangue. Alguns érgaos e/ou glandulas foram retirados para a verificacao de
alterac6es macroscopicas.

d) Influéncia do tratamento prolongado dos animais com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 sobre a massa corporal,

consumo de comida e agua

No decorrer do experimento, foi também investigada a influéncia da
administracdo de doses repetidas do extrato bruto antibacteriano de Bacillus

amyloliquefaciens R 10 sobre o consumo de comida, agua e o ganho de peso dos



81

animais. Para isto, os animais foram mantidos em caixas plasticas, sendo
semanalmente, ap6s a administracao diaria do extrato ou do veiculo, submetidos
a pesagem (para verificacao de ganho ou perda de massa corpérea). O consumo
de comida e agua foi medido duas vezes por semana.

e) Andlise dos parametros hematolégicos dos animais ap6s o tratamento
com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10

Ao final do tratamento prolongado (90 dias) com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10, o sangue dos animais foi
retirado através da puncdo do globo ocular (plexo orbital), com o animal
previamente anestesiado em éter, com o auxilio de uma pipeta Pasteur contendo
EDTA (anticoagulante). A seguir, foi realizado o hemograma completo para
verificar a possivel influéncia do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 sobre a atividade hematopoiética da medula éssea dos
animais através dos seguintes parametros hematolégicos: hematécrito (através da
utilizagdo da centrifuga de microhematocrito), contagem de hemacias, leucécitos,
plaguetas e determinacdo de hemoglobina (através do aparelho de hematologia,
ADVIATM 60 — Bayer) e diferenciacao das células sangilineas (através da
confeccao de esfregaco sanglineo (laminas) e coloracao pelo método de May

Grunward-Giemsa).

f) Analise dos parametros bioquimicos dos animais apds tratamento
prolongado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10

Varios parametros bioquimicos (enzimas e produtos provenientes do
metabolismo organico) foram também avaliados com o objetivo de verificar
possiveis efeitos toxicos sobre 6rgaos alvos especificos. Para tal, o sangue
coletado de cada animal contendo anticoagulante (EDTA) foi centrifugado
(840xg, por 7min) e o plasma obtido foi congelado para posterior determinacao
dos seguintes parametros bioquimicos: glicose, acido urico, albumina, proteinas
totais e fragdes, bilirrubinas (total, direta e indireta), colesterol total e fracdes,
triglicerideos, creatinina, uréia, sédio, potassio, fosfatase alcalina (FA), alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), y-glutamil transferase
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(yGT) através de metodologias especificas contidas nos kits fornecidos pela
LabTest (Minas Gerais, Brasil), também utilizadas por Eno; Konya e Ibu (1998).

g) Andlise anatomo-patologica (autopsia) dos animais apods o tratamento
prolongado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10

Apbs a coleta de sangue para andlise dos parametros bioquimicos, 0s
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e submetidos a laparotomia,
que permitiu a observacdo macroscépica (autépsia) de alguns érgaos, tais como:
coracéo, pulmao, figado, rins, baco, estbmago, testiculos, ovario e tubas uterinas,

glandula salivar, glandula adrenal, timo, linfonodo mesentérico e encéfalo.
4.4 Analise estatistica

a) Avaliagdo da atividade antibacteriana e antifungica do extrato bruto

utilizando diferentes indicadores

Os valores obtidos nos ensaios de avaliacdo da atividade antibacteriana
foram submetidos a analise de regressdao ndo linear e analise de variancia
(WINER, 1971) utilizando o programa SAS®, vers&o 6.12 (Copyright® 1989-1996,
SAS Institute Inc, Cary, NC 27513, USA). O gréfico foi plotado utilizando o
programa Microsoft® Excel 2000, versdo 9.0.2812. O teste de separacio de
médias utilizado foi o teste F ao nivel de significancia de 5%. Os dados de todas
as investigagbes tratados, estatisticamente, foram obtidos de trés ensaios
independentes, cada um em triplicata. Os resultados de avaliagcdo da atividade
antifingica nao foram submetidos a analise estatistica, haja vista que essa nao foi
detectada em nenhuma das concentracdes testadas, tanto com o extrato bruto

quanto com a nisina.
b) Genotoxicidade
Os resultados da avaliacdo da genotoxicidade através do Ensaio Cometa

foram submetidos ao teste de comparacdes mudltiplas Student-Newman-Keuls
(SNK) ao nivel de significancia de 5%. Os dados foram obtidos de trés ensaios
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independentes, cada um em duplicata. Os valores referentes as repeticdes foram
obtidos mediante somatério dos resultados experimentais, para as diferentes

classes de cometas.

c) Analise toxicolégica aguda em ratos

Os valores obtidos no ensaio foram submetidos ao teste t ao nivel de
significancia de 5%.

d) Analise toxicol6gica aguda e de doses repetidas em camundongos

Os resultados estao apresentados como a média + erro padrao da média
ou como a média seguida do intervalo de confianca a 95%. A DLs, foi estimada
utilizando o método de regressao linear através do programa “Graph Pad Prism”.
A andlise estatistica dos resultados foi realizada por meio de andlise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste SNK, quando apropriado. Valores de p<0,05 foram

considerados como indicativos de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dosagem de proteinas do extrato bruto

O pool de extratos brutos de Bacillus amyloliquefaciens R 10 obtido em
tampao (1) apresentou 246,15ug de proteinas/ml e o pool de extratos brutos

obtido em agua (3l) apresentou 283,88ug de proteinas/ml.

5.2 Atividade antibacteriana

Para calcular a concentracdo de proteina do extrato bruto responsavel por
50% (Xs0) da maxima atividade antibacteriana, utilizou-se como referéncia a
melhor equagao da reta para o fendbmeno observado. Os resultados observados
para o extrato bruto e nisina sdo os dados constatados no laboratorio e os
estimados séo os calculados com a equacéao da reta.

O extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens R 10 somente apresentou
atividade antibacteriana frente Listeria monocytogenes NCTC 098630 (Figura 4).
O extrato bruto quando inoculado em placas de TSA-YE, previamente inoculadas
com Listeria monocytogenes, apresentou um halo de inibicdo de 1,3 e 8,3mm
numa concentracao de 5 e 80ug de proteinas, respectivamente. Em contrapartida,
a nisina nado apresentou halo de inibichdo em nenhuma das concentragdes

testadas.
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Figura 4 — Atividade antibacteriana do extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens
R 10, em diferentes concentragdes (ug de proteinas), frente Listeria
monocytogenes NCTC 098630 previamente inoculada em placa de
TSA-YE e incubada a 35°C por 24h. S| — sem inoculag3o.

Os resultados para o extrato bruto inoculado em profundidade de placas de
TSA-YE, foram ajustados pela seguinte equacgéo: Yi=18,77Xi/(108,24+Xi), com
um R?=0,94. Portanto, se considerarmos que o halo de inibicdo na concentracdo
de 80ug de proteinas corresponde a atividade maxima, com uma concentracao de
X50=29,221g do extrato bruto, obtivemos uma atividade antibacteriana de 50%
com um halo de inibicdo de aproximadamente 4mm. Todos os resultados de
atividade antibacteriana em profundidade para o extrato bruto e nisina em placas
de TSA-YE, previamente inoculadas com Listeria monocytogenes NCTC 098630,
podem ser observados no Grafico 1.

Analisando os resultados de atividade antibacteriana, podemos constatar
que o extrato bruto, quando inoculado em profundidade em placas de TSA-YE,
apresentou inibicdo em todas as concentragdes testadas; ao contrario da nisina.
Logo, o extrato bruto é mais potente do que a nisina nas concentragoes testadas,
e pode ser considerado um potencial candidato a bioconservador de alimentos.
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Grafico 1 — Atividade antibacteriana do extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens
R 10 e nisina comercial (Nisaplin®) em placas de TSA-YE incubadas a
35°C por 24h, utilizando Listeria monocytogenes NCTC 098630 como

microrganismo indicador.

Apesar da nisina nao ter sido ativa frente Listeria monocytogenes nesse
estudo, deve-se levar em consideracado que essa foi diluida em tampao fosfato, o
que pode ter influenciado na atividade antibacteriana. Isso é um indicativo de que
seja necessaria maior concentracao de nisina diluida em tampao fosfato para
talvez compensar o efeito sinérgico que essa apresenta quando aplicada com
solucdo de acido fosférico para inibicio do crescimento de Listeria
monocytogenes (DE MARTINIS; ALVES; FRANCO, 2002).

As bacteriocinas sdo comumente vistas como Unica solucao para garantir a
seguranca microbiolégica dos alimentos, quando deveriam representar uma
excelente alternativa para uso em combinagdo com outros métodos de barreira
para proteger os consumidores de doengas transmitidas por alimentos. Logo, o
extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens R 10 poderia ser submetido a ensaios
de atividade antimicrobiana em associacdo com agentes quelantes como o EDTA,
os quais agem quelando os fons Mg?* da membrana externa das bactérias Gram-
negativas, tornando esses microrganismos mais sensiveis a acao da bacteriocina.
Além disso, esse extrato pode ser adicionado a alimentos submetidos a outros
métodos de conservagdo, como aumento da pressao hidrostatica, luz pulsada,
combinacdo com citrato de sédio, lactato e diacetato de sddio e incorporados a
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embalagens que visam aumentar a vida-de-prateleira dos alimentos. Exemplos de
sucesso utilizando a associacdo de métodos de conservagdo sdo a eliminagcédo
completa de cepas de Staphylococcus aureus e de Escherichia coli O157:H7 em
queijos pelo efeito sinérgico da nisina A, bacteriocina TAB 57 e enterocina ou
bacteriocina AS-48, com elevada pressao hidrostatica (DIELBANDHOESING et
al., 1998; DEEGAN et al., 2006).

A atividade antimicrobiana de uma bacteriocina depende da concentragao,
composicao e potencial da membrana citoplasmatica da célula-alvo, nivel de
expressdo das proteinas de imunidade e da composicdo quimica do ambiente
onde se encontra ou do meio de cultura utilizado para sua producdo. Pesquisas
recentes demonstram uma forte correlagdo entre as pontes dissulfeto presentes
nas moléculas das bacteriocinas da classe Il e seu espectro de atividade
(RICHARD et al., 2006).

As bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas, classificadas
como ndo lantibidticas (classes Il e lll), incluem tanto as bacteriocinas de alto
como as de baixo peso molecular. As pertencentes a subclasse lla apresentam
atividade antibacteriana frente Listeria (anti-listerial) e as da classe Ilb sdo as que
necessitam de dois peptideos para a atividade antibacteriana (GARNEAU;
MARTIN; VEDERAS, 2002; DRIDER et al., 2006; RICHARD et al., 2006).

A(s) substancia(s) antibacteriana(s) presente(s) no extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens R 10, provavelmente pertence(m) a subclasse Ila das
bacteriocinas ndo lantibidticas, haja vista que foi ativa apenas frente Listeria

monocytogenes.

Para a confirmacao dessa hipotese, estudos futuros de caracterizacéao e do
mecanismo de acgao da(s) substancia(s) antibacteriana(s) presente(s) no extrato
bruto serdo de vital importancia para sua classificacao definitiva.
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5.3 Atividade antifungica

Nem o extrato bruto nem a nisina apresentaram halos de inibicao frente a
fungos em nenhuma das concentracdes testadas pela técnica de difusdao em

pOCOS.

A deterioracdo de alimentos por fungos causa significativas perdas
econbmicas, além de constituir um perigo a saude dos consumidores, com a
producdo de esporos alergénicos e possibilidade de formagcdo de micotoxinas.
Nesse contexto, varios bioconservadores e biocontroladores tém sido estudados
para inibir o crescimento desses microrganismos nos alimentos (MAGNUSSON et
al., 2003).

Segundo Paster et al. (1999), a nisina é freqlentemente aplicada em
alimentos para prevenir a deterioragao induzida por bactérias e nao por bolores,
porém na presenca de pequenas concentracbes de &acido propibnico essa
bacteriocina também pode prevenir a deterioracdo por bolores, ou seja, a nisina
apresenta efeito sinérgico com o acido propidnico. Nesse estudo constatou-se
que o crescimento de Aspergillus ochraceus foi completamente inibido no meio
contendo &cido propidnico e nisina nas concentracbes de 0,05% de acido
propiénico com 1.000ppm de nisina e 0,1% de &acido propiénico com 500 ou
1.000ppm de nisina. O crescimento de Fusarium moniliformes e Aspergillus
parasiticus, bem como a germinacao dos esporos de Aspergillus parasiticus foram
completamente inibidos com 0,1% de acido propiénico e 1.000ppm de nisina. Ja
0s esporos de Fusarium moniliformes nao germinaram no meio contendo 0,05%
de acido propiénico com 500 ou 1.000ppm de nisina. Adicionalmente, observou-
se que a germinacao dos esporos de Aspergillus ochraceus foi completamente
inibida no meio contendo 0,1% de acido propidnico com 500 ou 1.000ppm de

nisina.

Segundo Dielbandhoesing et al. (1998), a parede celular das leveduras,
constituida principalmente de quitina, glucanos e proteinas, forma uma barreira
para varias moléculas proteinaceas e nao proteinaceas, incluindo a nisina. A

variacdo da sensibilidade a nisina varia de acordo com o estagio do ciclo celular
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das leveduras, sendo essas mais sensiveis a nisina na fase S. Em contrapartida,
na fase G2, constatou-se maior resisténcia das células a nisina. Essa resisténcia
a nisina parece estar relacionada a expressao de determinadas proteinas da
parede celular (mannoproteinas) durante os estagios do ciclo celular das

leveduras.

A atividade fungicida e hemolitica dos peptideos antimicrobianos catiénicos
€ fortemente dependente da forca idbnica dos tampdes utilizados nos ensaios de
citotoxicidade. Helmerhorst et al. (1999) constataram forte atividade fungicida e
hemolitica de peptideos antimicrobianos catiénicos (histatinas e magainas) em
tampao fosfato de potassio 1mM, suplementados com glicose 287mM. Porém,
esses mesmos peptideos apresentaram-se inativos contra eritrécitos humanos e
células de Candida albicans em tampao PBS, o que comprova a influéncia da
forca ibnica dos tampdes utilizados nos ensaios de atividade fungicida e

hemolitica.

Enzimas que degradam a parede celular, tais como B-1,3 glucanases,
proteases e quitinases sao envolvidas na atividade antagonista de alguns agentes
de controle bioldgico contra fungos fitopatogénicos. Nos Ultimos anos tém-se
observado varias correlagcdes entre antagonismos fungicos e a producao de
quitinases e/ou B-1,3 glucanases; haja vista que a quitina e os 3-1,3 glucanos séao
0s principais constituintes da parede celular dos fungos (KIM; CHUNG, 2004).

Sant-Lang et al. (2002) investigaram a atividade antifungica do extrato
bruto do Bacillus subtilis W113 e Bacillus subtilis W118 em tampao fosfato de
sédio frente Fusarium oxysporum. A cultura foi obtida em meio base contendo
quitina pré-tratada de residuos de animais marinhos, nas concentra¢des de O,
0,75, 1,75 e 3%. A atividade antifingica maxima foi obtida no meio contendo 1,75
e 0,75% de quitina para Bacillus subtilis W113 e Bacillus subtilis W118,
respectivamente. Os pesquisadores demonstraram, assim, que a quitina € um
elemento essencial para inducdo de atividade antifungica, sugerindo que o

composto em questdo trata-se de uma quitinase.
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5.4 Genotoxicidade

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 nao foi
genotéxico para células VERO na concentracdo de 60ug/ml, haja vista que néao se
diferenciou, estatisticamente, do controle negativo. As demais concentracdes

testadas, 80 e 100 ug/ml, foram genotoxicas para células VERO (Tabela 1).

Tabela 1 — Avaliagdo da genotoxicidade do extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 utilizando-se células VERO

Repeticdo Repeticdo Repeticao Médi Desvio- Tratamento

Concentragao 1 2 3 padrdo estatistico

100pg/ml 215 162 144 173,67 36,91 a
80 pg/ml 120 126 89 111,67 19,86 b
60ug/ml 81 46 38 55,00 22,87 c

C(+)
H,0, 100 uM 160 147 174 160,33 13,50 a

C(+)
H,0, 200 M 197 151 189 179,00 24,58 a
C(-) 34 34 37 35,00 1,73 C

Os valores referentes as repeticbes foram obtidos mediante somatério dos resultados
experimentais, para as diferentes classes de Cometa, seguindo-se as classificagcdes de Silva et al.,
2002. C(+) Controle positivo; C(-) Controle negativo. Letras diferentes significam que houve
diferenca significativa entre os grupos; teste SNK.

Analisando-se a Tabela 1, constata-se que o extrato bruto antibacteriano
de Bacillus amyloliquefaciens R 10 na concentracdo de 100ug/ml foi altamente
genotéxico para células VERO, pois ndo se diferenciou, estatisticamente, dos
controles positivos. Ja na concentracdo de 80ug/ml apresentou uma
genotoxicidade intermedidria, pois se constatou uma diferenca estatistica
significativa, tanto em relacdo ao controle negativo, quanto em relacdo aos

controles positivos.

Cabe ressaltar, que mesmo em fungcao da auséncia de genotoxicidade do
extrato bruto antibacteriano na concentracdo de 60ug/ml, ndo devemos descartar

o indicativo de genotoxicidade apresentado nas demais concentracdes testadas.
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Assim, esses resultados foram importantes para justificar a realizacdo dos
estudos toxicologicos in vivo do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10.

Poucos estudos de genotoxicidade in vitro tém sido realizados com
bacteriocinas para uso em alimentos. Esses ensaios conseguem detectar a
maioria das substancias ou seus metabdlitos genotdxicos, porém os resultados
positivos precisam ser confirmados com ensaios de toxicidade in vivo (BARLOW
et al., 2002).

Tanto os ensaios de genotoxicidade quanto os de toxicidade de dose
repetida sdo fundamentais para avaliacdo da seguranca dos aditivos alimentares,
sendo importantes na predicdo de toxicidade e identificacdo dos alvos de
toxicidade. Em alguns casos, quando constatada toxicidade em tecidos ou
orgaos-alvos, torna-se necessaria a realizagcdo de ensaios complementares para

investigacao definitiva da seguranca desses compostos (BARLOW et al., 2002).

Levando-se em consideragdo a crescente resisténcia ao uso de nisina e
outras bacteriocinas em alimentos por certos paises, principalmente da Uniao
Européia, deve-se considerar a necessidade de estudos sistematicos de
mutagenicidade, teratogenicidade, de efeitos alérgicos, genotoxicidade, bem
como de agdo dessas substadncias na microbiota intestinal, haja vista a
possibilidade de resisténcia cruzada desses antimicrobianos com os antibidticos
utilizados rotineiramente no combate a infecgbes (WESSELS; JELLE; NES,
1998).

Recentemente, SASAKI et al. (2002) investigaram a genotoxicidade in vivo
de 39 aditivos alimentares em uso, pertencentes a seis categorias: (1) corantes,
(2) fixadores de cor, (3) conservantes, (4) antioxidantes, (5) fungicidas e (6)
adocantes. No estudo foram testados grupos de quatro camundongos machos
tratados por via oral com cada aditivo na dose de até 0,5xDLsy ou dose limite
(2.000mg/kg). Os animais foram sacrificados 3 e 24h apés o tratamento e suas
visceras (estdmago, colon, figado, rins, bexiga, pulméo, cérebro e medula éssea)
submetidas ao ensaio do Cometa. De todos os aditivos, os corantes foram os
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mais genotdxicos, induzindo danos no DNA do estbmago, cdlon e/ou bexiga.
Todos os corantes induziram danos no DNA dos érgaos gastrintestinais nas
doses mais baixas testadas (10 ou 100mg/kg). Dois antioxidantes, trés fungicidas
e quatro adocantes também induziram danos no DNA dos 6rgaos gastrintestinais.
Os autores acreditam que sao necessarias avaliacdes de genotoxicidade in vivo
em larga escala para os aditivos alimentares, em fungédo do elevado numero de

pessoas expostas diariamente aos mesmos.

A genotoxicidade in vivo nem sempre resulta em carcinogenicidade, haja
vista que esse ensaio detecta o dano no DNA ap6s administracdo de dose Unica
relativamente alta, enquanto carcinogenicidade é detectada apds longo
tratamento com doses relativamente menores. O desenvolvimento de tumores em
orgaos-alvos nao depende somente do nivel inicial de dano induzido no DNA ou
do seu reparo, mas também de outros fatores, como a producdo de metabdlitos
reativos, sua distribuicdo e seus efeitos na proliferacao celular (SASAKI et al.,
2002).

5.5 Analise toxicoldgica aguda em ratos

a) Toxicidade aguda (DLsg)

Nao foi observado mortalidade ou sinais de intoxicacdo entre os 10 ratos
durante os 14 dias de teste. Todos 0s animais apresentaram aumento de peso
durante o periodo do teste. A variacdo de peso observada entre os machos foi
superior a observada entre as fémeas. Os pesos iniciais e finais dos dez animais
(5 machos e 5 fémeas) tratados com 2.000ug/kg de extrato bruto antibacteriano
de Bacillus amyloliquefaciens R 10, a variacao de peso obtida ap6s 14 dias de
observacdo e os resultados referentes aos sinais clinicos de intoxicacao dos
animais no periodo do teste sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Variacdo do peso dos ratos tratados com 2.000ug/kg do extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10, por via oral,
durante 14 dias

Animais’ Pl (9) PF (9) PF-PI1 (g) Sintomas

1 332 373 +41 NA
2 311 350 +39 NA
3 380 436 +56 NA
4 310 355 +45 NA
5 340 382 +42 NA

Média 335 379 +44 -
6 230 248 +18 NA
7 209 235 +26 NA
8 202 217 +15 NA
9 206 227 +21 NA
10 218 238 +20 NA

Média 213 233 +20 -

*1 a 5: Machos; 6-10: fémeas. PI- peso inicial (dia 0); PF- peso final (dia 14). NA- nenhuma
alteracao. Sintomas avaliados: morte, coma, convulsées, prostracdo, ataxia, tremores, alteracao
na pele ou pélo, alteracdo nas mucosas, diarréia e salivacao.

De acordo com o protocolo internacional (OECD, 1987), no caso de nao
ocorréncia de mortalidade na dose maxima recomendada e se as condicoes de
teste respeitarem os procedimentos descritos no protocolo, a toxicidade aguda
oral da amostra, nas condi¢des de teste e em termos de dose nominal, pode ser

considerada superior a 2.000ug/kg (DLsp >2.000ug/kg).

Durante o teste, a temperatura no biotério variou de 21,1 a 23,0°C e a
umidade foi de 72%.

Harbak e Thygesen (2002) investigaram a seguranca da xilanase produzida
por Bacillus subtilis utilizando ensaios de toxicidade oral aguda e subcrénica em
ratos, ensaio de Ames e de aberragcdo cromossdmica in vitro. Os pesquisadores
ndao detectaram toxicidade em nenhum dos ensaios, afirmando que o
microrganismo utilizado para producdo da enzima é seguro para uso em
panificacdo. Adicionalmente, relataram que o uso de preparacdes enzimaticas
derivadas de Bacillus em alimentos & seguro, quando obedecidas as boas
praticas de fabricacéo.
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5.6 Analise toxicolégica aguda em camundongos

a) Toxicidade aguda (DLsg)

Os resultados obtidos indicam que o extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 (5-5.000ug/kg) administrado agudamente pela
via oral, tanto para camundongos machos quanto para fémeas, ndo causou
letalidade dos animais até a dose de 5.000ug/kg. Assim, a DLsg foi superior a
5.000ug/kg para camundongos machos ou fémeas. Além disso, o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (5-5.000ug/kg) néo produziu
letalidade adicional dos animais durante todo o periodo de observacédo. Pode
ser observado, também, que o extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 (5-5.000ug/kg), administrado agudamente pela via oral,
tanto para camundongos machos quanto para fémeas, produziu piloerecao e
alteracdo da sensibilidade ao aperto da cauda, principalmente em doses mais
elevadas (500-5.000ug/kg). As alteracoes foram observadas somente durante as
24h apdés a administracdo do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10. No entanto, o mesmo tratamento dos animais com o
extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 néo foi capaz de
produzir outras alteragbes comportamentais significativas sugestivas de
toxicidade aguda (tais como: contorcbes abdominais, tremores, convulsées,
aumento da freqUéncia cardiaca e respiratéria, sinal de straub, ptose, entre
outros), quando comparado com o0s animais controles, tratados com salina
(Tabelas 3 € 4).
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Tabela 3 - Efeito do tratamento agudo realizado com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 observado 0,25,
0,5, 1, 2, 4, 8 e 24h apods sua administracao pela via oral, sobre
alguns parametros comportamentais indicativos de toxicidade

aguda em camundongos machos

(continua)
A . Dose
Parametros avaliados 0,25h 0,5h 1h 2h 4h 8h 24h
(ng/kg, v.0.)

Resposta ao 0 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0  9/1
toque 5 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
50 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

500 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

5.000 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

Aperto da cauda 0 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
5 10/0 10/0 9/1 9/1 10/0 10/0 8/2

50 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

500 10/0  10/0 9/1 4/6 10/0 5/5 10/0

5.000 8/2 91 7/3 7/3 10/0 9/1 10/0

Reflexo cérneal 0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
5 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

50 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

500 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

5.000 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

Aumento da frequiéncia 0 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 1/9
respiratéria 5 0/10 0/10 1/9 0/10 0/10 0/10 2/8
50 0/10 0/10 1/9 1/9 1/9 0/10 0/10

500 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

5.000 0/10 0/10 0/10 0/10 1/9 0/10 0/10

Aumento da 0 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 1/9
freqiéncia 5 0/10 0/10 1/9 0/10 0/10 0/10 2/8
cardiaca 50 0/10 0/10 1/9 3/7 0/10 0/10 0/10
500 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

5.000 1/9  0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

Contorgao 0 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
5 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

50 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

500 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

5.000 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

Ténus corporal 0 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
5 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

50 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

500 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

5.000 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

Tremores 0 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
5 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

50 0/10 0/10 1/9 0/10 0/10 0/10 0/10

500 1/9  0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

5.000 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Os valores foram expressos pelo numero de animais que apresentaram as alteracdes
comportamentais observadas em relagdo ao numero total de animais. v.0.— via oral.
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Tabela 3 - Efeito do tratamento agudo realizado com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 observado 0,25,
0,5, 1, 2, 4, 8 e 24h apods sua administracao pela via oral, sobre
alguns parametros comportamentais indicativos de toxicidade
aguda em camundongos machos
(concluséo)
Parametros Dose ~  4o5n 05h 1h  2h  4h  8h  24h
avaliados (ng/kg, v.0.)
Convulsbes 0 0/10 0/40 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
5 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
50 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
500 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
5.000 0/10 0/40 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Sinal de straub 0 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
5 0/10 0/40 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
50 0/10 0/40 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
500 0/10 0/10 3/7 0/10 0/10 0/10 0/10
5.000 1/9 0/40 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Ptose 0 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
(lacrimacgéao) 5 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
50 0/10 0/40 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
500 0/10 0/40 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
5.000 0/10 0/40 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Piloerecéao 0 0/10 0/40 0/10 0/10 0/10 7/3 1/9
5 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 4/6 2/8
50 0/10 0/10 0/10 ©6/4 55 2/8 3/7
500 5/5 4/6 6/4 0/10 0/10 0/10 0/10
5.000 10/0 5/5 5/5  4/6 4/6  4/6 1/9
Forca de agarrar 0 10/0 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
5 8/2 10/0  10/0  9/1 10/0 10/0 10/0
50 10/0 7/3 10/0 10/0  10/0 10/0 10/0
500 10/0 9/1 9/1 7/3 10/0 10/0 10/0
5.000 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

Os valores foram expressos pelo numero de animais que apresentaram as alteracdes
comportamentais observadas em relagdo ao numero total de animais. v.0.— via oral.
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Tabela 4 - Efeito do tratamento agudo realizado com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 observado 0,25,
0,5, 1, 2, 4, 8 e 24h apds sua administracdo pela via oral, sobre
alguns parametros comportamentais indicativos de toxicidade
aguda em camundongos fémeas
(continua)
Parametros Dose g5, g5y qn 2h 4h 8h 24h
avaliados  (ug/kg, v.0.)
Resposta ao 0 10/0 10/00 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
toque 5 10/0 10/00 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
50 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
500 10/0 10/0 9/1 10/00 10/0 10/0 10/0
5.000 10/0 10/00 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
Aperto da 0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
cauda 5 10/0 10/00 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
50 10/0 10/00 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
500 10/0 8/2 10/00 10/0  10/0 10/0  10/0
5.000 10/0 10/0 7/3 10/0 10/0  10/0 10/0
Reflexo 0 10/0 10/00 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
corneal 5 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
50 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
500 10/0 10/00 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
5.000 10/0 10/00 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
Aumento da 0 0/10 0/10 010 0/10 0/10 0/10 0/10
frequiéncia 5 0/10 0/10 010 0/10 0/10 0/10 0/10
respiratoria 50 0/10 0/10 010 0/10 0/10 0/10 0/10
500 0/10 010 010 0/10 0/10 0/10 0/10
5.000 0/10 0/10 2/8 0/10 0/10 0/10 0710
Aumento da 0 0/10 0/10 010 0/10 0/10 0/10 0/10
freqiéncia 5 0/10 010 010 0/10 0/10 0/10 0/10
cardiaca 50 0/10 010 010 0/10 0/10 0/10 0/10
500 0/10 0/10 0/10 0/10 2/8 0/10  0/10
5.000 0/10 0/10 0/10 0/10 2/8 0/10  0/10
Contorgao 0 0/10 010 010 0/10 0/10 0/10 0/10
5 0/10 010 010 0/10 0/10 0/10 0/10
50 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
500 0/10 010 010 0/10 0/10 0/10 0/10
5.000 0/10 010 010 0/10 0/10 0/10 0/10
Toénus 0 10/0 10/00 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
corporal 5 10/0 10/00 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
50 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
500 10/0 10/00 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
5.000 10/0 10/00 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
Tremores 0 0/10 0/10 010 0/10 0/10 0/10 0/10
5 0/10 0/10 010 0/10 0/10 0/10 0/10
50 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
500 1/9 010 010 0/10 0/10 0/10 0/10
5.000 0/10 010 010 0/10 0/10 0/10 0/10

Os valores foram expressos pelo nimero de animais que apresentaram as alteracoes
comportamentais observadas em relagdo ao nimero total de animais. v.0.— via oral.
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Tabela 4 - Efeito do tratamento agudo realizado com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 observado 0,25,
0,5, 1, 2, 4, 8 e 24h apds sua administracdo pela via oral, sobre
alguns parametros comportamentais indicativos de toxicidade
aguda em camundongos fémeas
(concluséo)
Parametros Dose g5, g5y qn 2h 4h 8h 24h
avaliados  (ug/kg, v.0.)
Convulsbdes 0 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
5 0/10 0/10 010 0/10 0/10 0/10 0/10
50 0/10 0/10 010 0/10 0/10 0/10 0/10
500 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
5.000 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Sinal de 0 0/10 0/10 010 0/10 0/10 0/10 0/10
straub 5 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
50 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
500 0/10 0/10 7/3 9/1 0/10 0/10 0/10
5.000 0/10 0/10 1/9 0/10 0/10 0/10 0710
Ptose 0 0/10 0/40 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
(lacrimagéao) 5 0/10 0/10 010 0/10 0/10 0/10 0/10
50 0/10 0/10 010 0/10 0/10 0/10 0/10
500 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
5.000 0/10 0/40 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Piloeregéo 0 0/10 010 010 0/10 0/10 0/10 0/10
5 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 2/8 0/10
50 0/10 0/40 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
500 0/10 0/10  0/10 1/9 10/0 0/10 0/10
5.000 0/10 0/10 2/8 0/10 8/2 1/9 0/10
Forca de 0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
agarrar 5 10/0 10/0 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0
50 10/0 10/0 10/0  10/0 10/0 10/0 10/0
500 9/1 9/1 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
5.000 10/0 10/0 9/1 8/2 10/0 10/0  10/0

Os valores foram expressos pelo numero de animais que apresentaram as alteracoes
comportamentais observadas em relagdo ao numero total de animais. v.0.— via oral.
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b) Toxicidade aguda apds tratamento por via oral

O tratamento de camundongos com o extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 (5 — 5.000 pg/kg), administrado agudamente por
via oral, tanto para camundongos machos quanto para fémeas, nao alterou de
forma significativa o peso corporal relativo dos animais (com excecao das fémeas
na dose de 50 ug/kg que aumentou), nem tampouco o consumo de agua e de

comida (Tabelas 5 e 6).

Os dados apresentados na Figura 5 mostram que o tratamento dos
camundongos machos com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 (5 — 5.000 mg/kg), administrado agudamente pela via oral
nao alterou, de forma significativa, o peso corporal absoluto dos animais, ao longo
de todo o periodo analisado, em relacdo ao controle. Contudo, o mesmo
tratamento dos camundongos fémeas, alterou de forma significativa o peso
corporal absoluto dos animais, somente na dose de 500 ug/kg e nos 1°, 4%, 112 e
142 dias de observacdo em relacdo ao controle. No entanto, é importante
mencionar, que esta reducao é devido a diferenca de peso dos animais no inicio
do tratamento e ndo em fungéo do tratamento especifico (Figura 5).
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Tabela 5 - Efeito do tratamento agudo realizado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10,

administrado pela via oral, sobre a variagdo da massa corporal de camundongos analisados do 12 ao 14° dia apds o

tratamento
Grupo 12 dia 42 dia 72 dia 92 dia 112 dia 142 dia Diferenga Final

Sexo Peso dos Peso dos Peso dos Peso dos Peso dos Peso dos Peso dos
(ug/kg, v.0.) animais (g) animais (g) animais (g) animais (g) animais (g) animais (g) animais (Q)
0 Macho 2,6 + 0,27 -0,2 + 0,42 0,5+ 0,31 -0,7 + 0,33 1,0+ 0,70 0,6 +0,16 3,8 + 0,58
5 Macho 3,6 + 0.65 -0,6 + 0,70 0,8 + 0,29 -0,2 + 0,49 1,1 +0,82 -0,2 + 0,41 55+1,28
50 Macho 3,5+ 0.50 0,8 + 0,33 0,3 + 0,21 0,8+ 0,80 -0,4 + 0,22 0,4+0,16 4.6 + 0,52
500 Macho 1,5+0.73 1,1+ 0,94 0,1+0,10 0,8 + 0,20 0,5+ 0,37 0,4 + 0,30 4.4 + 084
5.000 Macho 3,3 +0.21 -0,7 + 0,33 1,4 + 0,60 -0,5+ 0,80 0,7 + 0,39 0,4 + 0,22 46+ 0,72
0 Fémea 2,0+0,47 0,6 + 0,50 0,3+ 0,36 0,1+ 0,55 0,3+0,33 0,5+ 0,30 3,8+ 1,30
5 Fémea 2,0+ 0,44 0,0 + 1,01 0,5+ 0,30 1,4+1,72 -1,9+1,49 0,7 + 0,26 2,7+ 1,00
50 Fémea 3,6 + 1,04 0,7 + 0,26 0,3+ 0,33 0,7 + 0,21 0,2+ 1,04 0,7 + 0,26 6,2 + 0,87***
500 Fémea -1,5+0,93** 0,1+0,23 1,7+0,26* -4,0+0,76* 2,9+0,74 0,4 + 0,22 1,6 + 1,00
5.000 Fémea 1,9+0,38 -0,7+0,47 -0,3+0,26 1,3+ 0,55 1,5+0,6 0,5+ 0,30 4.2 + 0,36

Os valores representam a média de 10 animais £ o erro padrdo da média. v.o.— via oral.
Os valores foram obtidos através da variagdo do peso dos animais (em gramas, g) nos respectivos dias (12, 4%, 7%, 9% 11° e 14° ao longo do

tratamento.

A diferenca final representa a diferenca de massa corpérea obtida da variagdo média do peso dos animais no 142 dia com a variagdo média do peso

dos animais no 12 dia.

Difere significativamente do grupo controle (veiculo, 0): * p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001; teste SNK.
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Tabela 6 - Efeito do tratamento agudo realizado com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10, administrado
pela via oral, sobre a variacdo do consumo médio de ragao e agua

de camundongos no final do tratamento

Grupo ]
Sexo Racao (g) Agua (ml)
(ug/kg, v.0.)

Macho 6,59 + 0,29 6,39 + 1,05

Macho 7,16 + 0,29 7,01 + 0,83
50 Macho 6,18 + 0,23 6,65 + 0,64
500 Macho 6,75 + 1,67 5,21 + 1,05
5.000 Macho 6,10 + 0,22 5,26 + 0,51
0 Fémea 5,43 + 0,32 6,53 + 0,92
5 Fémea 5,54 + 0,24 5,87 + 0,39
50 Fémea 5,05 + 0,38 5,11 + 0,21
500 Fémea 5,27 + 0,42 7,61+ 1,34
5.000 Fémea 4,84 + 0,26 4,88 + 0,15

Os valores representam a média da variagdo da ingesta soélida
(g/animal/dia) e liquida (ml/animal/dia) de 10 animais = o erro padréo da
média. v.0.— via oral.
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Figura 5 - Efeito do tratamento agudo (14 dias) realizado com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (5 - 5.000 ug/kg) ou
veiculo, administrado pela via oral, numa Unica administracédo, sobre o
peso corporal absoluto de camundongos machos (A) e fémeas (B).
Cada ponto representa a média de 10 animais e as linhas verticais
representam o erro padrdo da meédia. Difere significativamente do
grupo controle (veiculo, C): *p<0,05 e **p<0,01; teste SNK.

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 nao
causou alteracdo macroscopica importante quanto ao aspecto e a cor de alguns
orgaos e/ou glandulas analisados (coragao, pulmao, figado, rins, baco, estémago,
testiculos, ovario e tubas uterinas, glandula salivar, glandula adrenal, timo,
linfonodo mesentérico e encéfalo), quando comparado com o grupo controle e
avaliado no 14° dia apds sua administragdo. Além disso, o tratamento dos
camundongos machos com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 (5 — 5.000 pg/kg), administrado agudamente pela via oral,
nao causou alteracdo de forma significativa tanto do peso relativo quanto do peso
absoluto do coracdo, testiculos, figado, linfonodo mesentérico, rins, baco,
estbmago, glandula salivar, glandula adrenal, timo e encéfalo, quando comparado
com o grupo controle e avaliado no 14°dia ap6s sua administracdo, com excegao
do pulméo, onde causou um aumento significativo no peso absoluto na dose de

5.000 ug/kg (Tabelas 7, 8, 9 e 10). No entanto, os camundongos fémeas tratados
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Tabela 7 - Efeito do tratamento agudo realizado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10,

administrado pela via oral, sobre o peso relativo do baco, rins, coracdo, pulmao, figado, linfonodo mesentérico,

glandula adrenal, timo, estdmago, encéfalo, testiculos e glandula salivar de camundongos machos

Estrutura

Extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (ug/kg, v.0.)

0 5 50 500 5.000
Baco 0,35 0,39 0,36 0,34 0,37
(0,29 — 0,40) (0,31 —-0,48) (0,30 -0,42) (0,29 — 0,40) (0,32 -0,41)
Rins 0,68 0,67 0,73 0,66 0,67
(0,64 —0,71) (0,61 -0,72) (0,60 —0,85) (0,60 —0,74) (0,63 -0,71)
Coracao 0,46 0,50 0,47 0,44 0,46
(0,43 -0,50) (0,44 — 0,56) (0,40 —0,53) (0,41 —0,46) (0,40-0,52)
Pulmao 0,64 0,68 0,65 0,78 0,94
(0,59 -0,69) (0,60 —0,75) (0,54 -0,76) (0,69 —0,88) (0,80-0,11)
Figado 4,6 4,3 4,5 4,3 4,6
(4,3-4)9) (3,5-5,2) (4,3-4,7) (3,8—4,7) (4,4-4,8)
Linfonodo 0,06 0,04 0,02 0,05 0,04
mesentérico (0,04 —0,08) (0,02 - 0,06) (0,004 — 0,03) (0,02 —0,08) (0,03 —0,05)
Glandula 0,013 0,011 0,011 0,010 0,008
adrenal (0,009 -0,017) (0,007 -0,016) (0,005-0,016) (0,006-0,013) (0,005-0,003)
Timo 0,11 0,09 0,10 0,11 0,09
(0,08 —0,14) (0,05-0,13) (0,04 —0,15) (0,08 —0,14) (0,04 —0,14)
Estébmago 0,69 0,75 0,70 0,71 0,70
(0,64 —0,74) (0,65 -0,85) (0,58 —0,83) (0,61 -0,81) (0,62 -0,78)
Encéfalo 1,16 1,17 1,14 1,08 1,24
(1,10 -1,22) (1,07 - 1,27) (1,07 —1,22) (0,92 - 1,23) (1,15-1,34)
Testiculos 0,18 0,11 0,14 0,16 0,16
(0,14 —-0,22) (0,06 —0,16) (0,09 -0,18) (0,11 —-0,20) (0,13-0,10)
Glandula 0,29 0,31 0,39 0,28 0,25
salivar (0,20 —0,38) (0,22 — 0,40) (0,18 -10,60) (0,23 -0,33) (0,18-0,33)

Os valores representam a média de peso dos érgéos de 10 animais juntamente com o intervalo de confianga a 95%.

Os valores foram obtidos através da relagdo (em percentagem) do peso dos 6rgaos pela massa corpérea dos animais

(através da seguinte férmula: peso do érgao/peso do animal x 100). v.0.— via oral. Teste SNK.



104

Tabela 8 - Efeito do tratamento agudo realizado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10,

administrado pela via oral, sobre o peso absoluto do bago, rins, coragdo, pulmao, figado, linfonodo mesentérico,

glandula adrenal, timo, estdmago, encéfalo, testiculos e glandula salivar de camundongos machos

Extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (ug/kg, v.0.)

Estrutura 0 5 50 500 5,000
Bago 137,20 157,20 151,40 136,80 136,10
(113,70-160,80) (132,50 181,00)  (124,60-17820) (118,60 154,90) (118,40 153,70)
Rins 268,80 273,20 272,40 263,90 249,20
(242,20-20540)  (250,80-29550) (238,60-306,30) (244,60-283,30)  (231,70-266,60)
Coragao 185,20 202,30 192,00 175,10 169,20
(163,70-206,70)  (183,30-221,30)  (162,50-22150)  (16150—188,60) (146,20 -192,20)
PuIméo 253,00 284,80 271,20 309,90 350,00°"
(23180-27420)  (25340-316,20)  (221,90-320,60)  (281.60-338,20) (298,80 - 403,20)
Figado 1.840,00 1671,00 875,00 1696,00 1714,00
(1656,00 - 2024,00)  (1364,00 - 1978,00)  (1729,00—2020,00) (1537,00-1854,00)  (1567,00 - 1861,00)
Linfonodo 25,20 17,72 12,93 17,50 14,08
mesentérico (17,62 32,90) (9,94 - 25,50) (6,04 - 19,82) (5,34 - 29,65) (9,51 - 18,65)
Glandula 4,97 7,30 4,92 4,06 6,57
adrenal (3,43 — 6,50) (2,57 — 12,02) (2,69 — 7,15) (2,50 — 5,61) (2,41 —10,73)
Timo 45,14 38,96 34,94 45,53 61,36
(34,51 - 55,77) (23,60 - 54,32) (2346-4642)  (3171-59,15)  (33,32- 89.41)
Estémago 272,70 305,90 295,20 281,30 260,40
(253,40-292,10) (272,50~ 339,20)  (238,80-351,60) (247,30~ 31530) (231,60 - 289,20)
Encéfalo 71,59 52,17 65,87 71,24 64,71
(53,68 — 89,50) (29,90 - 74,54) (55,19-76,55)  (6147-81,02)  (53,07-76,35)
Testiculos 461,10 476,20 474,80 447,20 417,60
(435,50-486,60) (462,20 490,20)  (446,80—50290)  (427.80- 466,60) (320,60 - 514,50)
Glandula 127,5 132,70 126,40 110,70 102,00
salivar (11130-14370) _ (97,28-168,20) (106,10~ 146,60) _ (93,13-12820) (83,21 —120,80)

Os valores representam a média de peso dos érgaos de 4 - 10 animais juntamente com o intervalo de confianga a 95%. v.0.— via oral.
Os valores foram obtidos através da média dos pesos dos 6rgaos em mg.
Difere significativamente do grupo controle (veiculo, 0): ** p<0,01; teste SNK.
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Tabela 9 - Efeito do tratamento agudo realizado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10,

administrado pela via oral, sobre o peso relativo do baco, rins, coracao, pulmao, figado, linfonodo mesentérico,

glandula adrenal, timo, estdmago, ovario e tubas uterinas, encéfalo e glandula salivar de camundongos fémeas

Estrutura Extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (ug/kg, v.0.)
0 5 50 500 5.000
Baco 0,63 0,49 0,50 0,46 0,53
(0,41 — 0,84) (0,43 — 0,55) (0,45 — 0,54) (0,41 — 0,50) (0,47 — 0,59)
Rins 0,60 0,61 0,49 0,54 0,54
(0,55 — 0,66) (0,45 — 0,78) (0,47 — 0,52) (0,57 — 0,62) (0,50 — 0,57)
Coracéao 0,46 0,50 0,41 0,48 0,44
(0,43 — 0,49) (0,43 — 0,57) (0,38 — 0,43) (0,41 — 0,55) (0,39 — 0,49)
Pulméao 1,04 0,77 0,77 0,77 0,73
(0,90 — 1,18) (0,66 — 0,88) (0,65 — 0,89) (0,68 — 0,86) (0,58 — 0,88)
Figado 4,80 4,40 4,20 4,20 4,30
(4,20 — 5,30) (4,20 — 4,70) (3,90 — 4,40) (3,90 — 4,60) (4,10 — 4,40)
Linfonodo 0,05 0,05 0,04 0,04 0,06
mesentérico (0,03 — 0,069) (0,03 — 0,063) (0,01 — 0,061) (0,01 — 0,061) (0,02 — 0,091)
Glandula 0,031 0,022 0,026 0,025 0,024
adrenal (0,022 — 0,041) (0,014 — 0,029) (0,020 — 0,034) (0,017 — 0,033) (0,017 — 0,031)
Timo 0,200 0,225 0,208 0,312 0,214
(0,129 — 0,271) (0,186 — 0,265) (0,161 — 0,255) (0,229 — 0,395) (0,186 — 0,243)
Estdmago 1,02 0,92 0,94 1,07 0,94
(0,91 —1,12) (0,86 — 0,98) (0,87 — 1,01) (0,98 — 1,17) (0,87 — 1,01)
Ovario e 1,37 1,13 1,14 1,15 1,38
tubas uterinas (1,00 — 1,73) (0,70 — 1,56) (1,32 — 1,54) (1,33 = 1,60) (1,31 = 1,44)
Encéfalo 0,92 1,31 0,74 0,75 0,68
(0,69 — 1,15) (1,06 — 1,57) (0,59 — 0,89) (0,63 — 0,86) (0,58 — 0,79)
Glandula 0,32 0,41 1,95 1,69 1,72
salivar (0,24 — 0,40) (0,19 — 0,64) (0,15 — 0,24) (0,09 — 0,24) (0,15-10,19)

Os valores representam a média de peso dos 6rgédos de 4 - 10 animais juntamente com o intervalo de confianga a 95%. v.0.— via oral.

Os valores foram obtidos através da relacao (em percentagem) do peso dos érgaos pela massa corpérea dos animais (através da seguinte

férmula: peso do 6rgao/peso do animal x 100). Teste SNK.
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Tabela 10 - Efeito do tratamento agudo realizado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10,

administrado pela via oral, sobre o peso absoluto do bago, rins, coragado, pulmao, figado, linfonodo mesentérico,

glandula adrenal, timo, estdbmago, encéfalo, ovario e tubas uterinas, encéfalo e glandula salivar de camundongos

fémeas
Estrutura Extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (ug/kg, v.0.)
0 5 50 500 5.000
Baco 192,90 165,30 171,20 130,00* 180,50
(141,00 — 244,70) (140,20 — 190,40) (151,80 —190,70) (116,30 — 143,80) (162,50 -198,50)
Rins 184,50 201,60 170,10 169,70 182,70
(156,70 -212,30) (134,80 — 268,50) (155,70 — 184,40) (158,50 — 180,90) (171,70 —-193,70)
Coracao 146,00 156,20 138,20 146,70 149,40
(133,60 — 158,30) (135,90 — 176,50) (126,70 -149,80) (103,80 — 189,60) (133,40 — 165,40)
Pulmao 325,90 258,60* 263,70 218,50 247,80
(289,50 -362,40) (229,90 — 287,70) (223,80 — 303,60) (193,80 — 243,20) (200,70 — 295,00)
Figado 1480,00 1481,00 1427,00 1208,00** 1448,00
(1377,00 — 1583,00) (1304,00— 1659,00) (1288,00 — 1566,00) (1102,00 —1314,00) (1359,00 -1538,00)
Linfonodo 18,26 15,80 14,60 12,80 22,24
mesentérico (10,97 — 25,55) (10,46 — 21,14) (6,65 — 22,54) (5,36 — 20,24) (10,02 — 34,47)
Glandula 10,39 9,70 9,26 7,23 8,68
adrenal (7,65-13,13) (5,64 — 13,75) (6,98 -11,53) (4,99 — 9,46) (6,13 -11,23)
Timo 73,20 75,55 72,78 89,86 73,20
(63,73 — 82,67) (60,66 — 90,44) (55,78 — 89,78) (62,95 -117,0) (63,73 — 82,67)
Estébmago 320,30 306,30 322,20 305,00 321,90
(282,80 — 357,90) (277,40 — 335,30) (292,70 — 351,70) (281,30 — 328,60) (298,40 — 345,40)
Ovdério e 294,90 433,20™* 250,00 224,70 232,10
tubas uterinas (207,30 — 382,50) (356,80 — 509,60) (179,80 — 269,50) (179,80 — 269,50) (197,20 — 267,00)
Encéfalo 463,00 477,10 472,30 433,80 468,90
(431,90 — 494,00) (456,10 — 449,90) (449,90 — 494,60) (400,00 — 467,60) (441,50 — 496,30)
Glandula 100,40 130,50 70,10 55,51** 59,65**
salivar (74,95 — 126,20) (96,48 — 164,50) (53,35 - 86,85) (41,41 — 69,61) (52,65 — 65,51)

Os valores representam a média de peso dos érgaos de 4 - 10 animais juntamente com o intervalo de confianga a 95%. v.0.— via oral.
Os valores foram obtidos através da média dos pesos dos 6rgaos em mg.
Difere significativamente do grupo controle (veiculo, 0): * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001; teste SNK.
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agudamente com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens
R 10 (5 - 5.000 ug/kg), administrado pela via oral, apresentaram redugao
significativa do peso absoluto do baco, figado, glandula salivar e pulm&o na dose
de 500 ug/kg, 500 pg/kg, 500 e 5.000 ug/kg e 5, 50, 500 e 5.000 ug/kg,
respectivamente. Em contrapartida, no ovario e tubas uterinas dos camundongos
fémeas, o tratamento com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 (5 - 5.000 ug/kg), administrado pela via oral, causou

aumento significativo do peso absoluto na dose de 5 ug/kg (Tabela 10).

A auséncia de letalidade observada no estudo de toxicidade aguda oral do
extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens R 10 em camundongos, esta de
acordo com os realizados com outras bacteriocinas produzidas por bactérias do
género Bacillus.

He; Chen e Liu (2006) constataram, no estudo de toxicidade aguda em
camundongos, que a nova bacteriocina isolada de Bacillus licheniformes nao
apresentava efeitos colaterais, quando administrada por via oral (gavagem), numa
dose de 0,8mg/20g de peso corpéreo. Nao houve mortalidade nos 6 grupos de
animais estudados. Cada grupo foi tratado, diariamente, com 0,26, 0,33, 0,41,
0,51, 0,64 e 0,80ml/20g do sobrenadante estérii da cultura de Bacillus
licheniformes numa concentracdo de 1mg/ml. Nao foram encontradas alteragdes
histolégicas no coracao, figado, baco, pulmdes, rins, estémago e intestino. Os
autores concluiram que essa substancia antimicrobiana poderia ser utilizada
como bioconservante natural, haja vista que € ativa contra alguns microrganismos

patogénicos e deteriorantes, como Staphylococcus aureus e Micrococcus flavus.

Conclui-se, portanto, que o extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens
R 10, quando administrado agudamente pela via oral até a dose de 5.000ug/kg
em camundongos de ambos 0s sexos, demonstrou boa tolerabilidade e poucos
efeitos toxicos importantes. Contudo, as principais alteracbes observadas foram
somente nos camundongos fémeas, justificando assim a continuagéo dos estudos

toxicoldgicos por doses repetidas.
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5.7 Analise toxicoldgica de doses repetidas

a) Toxicidade por doses repetidas

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (nas
doses de 50, 500 e 5.000ug/kg, contendo 20 animais por grupo) administrado
diariamente por 90 dias consecutivos, pela via oral, tanto em camundongos
machos quanto para fémeas, produziu a morte de 5 a 15% dos animais durante
os 90 dias de tratamento, sendo a DLsy superior a 5.000ug/kg, enquanto que a
letalidade observada nos animais tratados com veiculo (grupos controles) foi de
5%. A Tabela 11 mostra o periodo (em dias) ap6s o inicio do tratamento com o
extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (50 — 5.000ug/kg)
ou com o veiculo (10ml/kg) em que ocorreram as mortes, bem como o numero de
camundongos machos e fémeas que morreram em cada periodo. Além disso, o
tratamento dos animais durante 90 dias com o extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 ndo produziu outras alteragdes comportamentais
significativas, sugestivas de toxicidade, quando comparado com o0s animais
controles (tratados com o veiculo), que comprometesse a continuidade do

tratamento.
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Tabela 11 - Relacdo do periodo € numero de camundongos machos ou fémeas
que morreram ao longo do tratamento realizado com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 ou veiculo

(10 ml/kg), administrado pela via oral, durante 90 dias

Periodo Camundongos machos Camundongos fémeas

apoés Extrato bruto (ug/kg, v.o.) Extrato bruto (ug/kg, v.0.)

tratamento
(dias) 0 50 500  5.000 0 50 500  5.000

: 1
10°
120 1 1
142 1
150
162 1 1
20°
21¢ 1
32
37°
39° 1
45°
46° 1

Total 1 2 3 2 0 1 2 1

v.0.— via oral.

b) Influéncia do tratamento prolongado dos animais com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 sobre a massa corporal,

consumo de comida e agua

O tratamento com doses repetidas do extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 (nas doses de 50, 500 e 5.000ug/kg),
administrado por 90 dias consecutivos, pela via oral, tanto em camundongos
machos quanto fémeas, promoveu reducdo ou aumento de forma significativa da
massa corporal dos animais ao longo do tratamento, quando comparado com o
grupo controle. Contudo, é importante mencionar que camundongos fémeas, mas
nao os camundongos machos, apresentaram maior sensibilidade a reducdo do
peso corporal ao final do tratamento, sendo que este efeito foi significativo na

dose de 50ug/kg (Tabela 12). E importante ressaltar que a redugdo significativa
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Tabela 12 - Efeito do tratamento por doses repetidas, durante 90 dias consecutivos realizado com o extrato bruto antibacteriano de

Bacillus amyloliquefaciens R 10, administrado pela via oral, sobre a variagdo de peso corporal de camundongos ao

longo do tratamento

(continua)
Grupo 12 semana 22 semana 32 semana 42 semana 52 semana 62 semana
(ug/kg, v.0.) Sexo Peso dos Peso dos Peso dos Peso dos Peso dos Peso dos
HG/KQ, V.0. animais (Q) animais (g) animais (Q) animais (g) animais (Q) animais (g)
0 Macho 1,67+0,19 0,07+0,28 -0,36 £ 0,34 3,10+ 0,25 -1,73 £0,50 2,07+ 0,68
50 Macho 1,09 £ 0,38 0,17+0,14 -1,51£0,48 4,36 £ 0,63 -4,1 £ 0,29*** 3,87 £ 0,38
500 Macho 1,39 £ 0,50 -0,70 £ 0,19* 0,66 £ 0,53 3,88 £ 0,21 -1,72 £ 0,20 4,02 + 0,25*
5.000 Macho 1,61+ 0,38 -0,35+0,17 -0,24 £ 0,38 1,93+ 0,56 -0,38 £ 0,42 1,88+ 0,34
0 Fémea 0,79 £0,13 -0,72 £ 0,22 1,51+£0,18 -0,28 £ 0,28 1,45+ 0,30 0,19+0,23
50 Fémea 0,25+ 0,25 -2,46 £ 0,22*** 3,24 £ 0,53* -0,29 £ 0,20 -0,90 £ 0,38*** 0,16 £ 0,26
500 Fémea 0,28 £0,12 -1,47 £ 0,23 3,24 £0,19* -0,30 £ 0,24 -0,11 £0,29** -0,005 £+ 0,20
5.000 Fémea 1,46 £ 0,37 -0,74 £ 0,31 2,73+0,37* -0,04 £ 0,25 0,40 £ 0,25* -0,22 £ 0,24

Os valores representam a média de 17 - 20 animais + o erro padrao da média. v.0.— via oral.
Os valores foram obtidos através da variagao semanal de peso dos animais (em gramas, g) ao longo do tratamento.

A diferenca final representa a diferenga de massa corpérea obtida da variagdo média do peso dos animais na 132 semana com a variagdo média do peso dos

animais na 12 semana.

Difere significativamente do grupo controle (veiculo, 0): *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001; teste SNK.
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Tabela 12 - Efeito do tratamento por doses repetidas, durante 90 dias consecutivos realizado com o extrato bruto antibacteriano de

Bacillus amyloliquefaciens R 10, administrado pela via oral, sobre a variagdo de peso corporal de camundongos ao

longo do tratamento

(conclusao)

Grupo 72semana 82semana 92semana 10%semana 112semana 122 semana 132semana Diferenga de
(ug/kg, v.0.) Sexo P_esoldos P_esoldos P_esoldos P_esoldos P_esoldos P_esoldos Pgso .dos Peso final
Hg/Kg, v.0. animais (g) animais (g) animais (g) animais (g) animais (g) animais (g) Animais (g) (9)
0 Macho 0,37+0,19 2,29+ 0,41 1,02+046 057+054 1,15+0,78 0,09+0,26 0,87+0,64 8,56 + 0,62
50 Macho 0,10+0,19 3,09+0,76 2,16+0,76 2,15+048 0,87+0,56 0,81+0,47 1,22+ 0,51 11,22 £ 0,80
500 Macho 0,28+0,20 1,29+045 0,98+0,38 0,54+0,34 0,86+ 0,41 1,54+0,69 1,89+0,28 11,16 £ 0,94
5.000 Macho 0,20+0,17 2,80+ 0,87 0,20 £ 0,41 0,71+0,26 168+0,18 1,32+0,35 0,44+0,34 10,05 £ 1,68
0 Fémea 0,015+0,34 2,35+0,36 -0,61+0,77 2,12+0,56 -0,12+0,25 1,92+ 0,41 1,00 £ 0,33 9,32+ 0,60
50 Fémea 0,32+0,43 3,016+0,27 0,69+0,21 0,42+0,29 0,05+0,17 2,04+048 0,35+0,22 5,33+£0,70*
500 Fémea 0,06+0,67 1,27+0,30 058+040 1,56+0,28 0,21+0,37 044+074 1,18+0,35 7,53 £ 0,91
5.000 Fémea -0,64+067 1,64+030 0,62+037 0,93+0,89 -040+0,98 -0,38+0,84 0,64+0,15 6,78+ 1,19

Os valores representam a média de 17 - 20 animais + o erro padrao da média. v.o.— via oral.

Os valores foram obtidos através da variagdo semanal de peso dos animais (em gramas, g) ao longo do tratamento.
A diferenca final representa a diferenga de massa corpérea obtida da variagdo média do peso dos animais na 132 semana com a variagdo média do peso dos

animais na 12 semana.

Difere significativamente do grupo controle (veiculo, 0): *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001; teste SNK.



112

da massa corpérea de camundongos fémeas tratados com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 n&o foi acompanhada de
reducao significativa da ingesta de comida e liquido (agua), tanto em
camundongos machos quanto fémeas (Tabela 13). Logo, o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 n&o alterou o consumo de
racdo e agua e nem tao pouco o ganho de peso em camundongos machos e

fémeas ao final do experimento.

Em estudos de toxicidade de longo prazo é comum ocorrer obesidade nos
animais. A propensdao a obesidade ocorre, geralmente, quando a racao €
administrada ad libitum ou quando nado existem condicdes adequadas para o
exercicio fisico. Alguns genes que determinam a propensao a obesidade tém sido
descobertos em algumas linhagens de roedores, porém deve-se analisar com
cautela a verdadeira relevancia do modelo animal para o estudo da interagdo da
obesidade com a toxicidade de aditivos alimentares, bem como sua influéncia na
saude dos animais e do proprio ser humano. Varios estudos mostram que uma
pequena restricdo cal6rica na dieta de ratos pode reduzir a incidéncia e
severidade de varias patologias, incluindo a formacao de tumor (BARLOW et al.,
2002).
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Tabela 13 - Efeito do tratamento prolongado durante 90 dias consecutivos
realizado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10, administrado pela via oral, sobre a
variagdo do consumo médio de racdo e agua de camundongos no
final do tratamento

Grupo Sexo Racao (g) Agua (ml)
(ng/kg, v.0.)

0 Macho 5,13+£0,30 7,56 £ 0,32
50 Macho 5,50+0,18 7,04 £ 0,33
500 Macho 5,83+0,14 6,98 £ 0,30
5.000 Macho 5,72 £ 0,09 7,41 £0,33
0 Fémea 5,21 £0,18 6,43 £ 0,23
5 Fémea 5,05 £ 0,09 6,67 £ 0,26
500 Fémea 4,96 £ 0,13 6,41+ 0,23
5.000 Fémea 4,86 + 0,11 6,56 + 0,24

Os valores representam a média da variagao da ingesta sélida (g/animal/dia) e

liquida (ml/animal/dia) de 17 - 20 animais * o erro padrdo da média. v.0.— via
oral. Teste SNK.
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c) Influéncia do tratamento prolongado dos animais com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 sobre alguns parametros

hematoldgicos

O tratamento prolongado dos camundongos machos ou fémeas com o
extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (50 — 5.000ug/kQ),
administrado diariamente por 90 dias consecutivos, por via oral, produziu
alteragbes pontuais na atividade hematopoiética da medula 6ssea, determinada
através dos seguintes parametros hematoldgicos: hematdcrito, contagem de
hemacias, plaguetas, hemoglobina e contagem de leucécitos. O tratamento de
camundongos machos e fémeas com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 (50 — 5.000ug/kg), administrado por via oral, ndo produziu
alteracao significativa dos parametros hematolégicos analisados (hematdcrito,
contagem de hemacias, leucdcitos, plaguetas e hemoglobina) quando
comparados com o grupo controle (Tabela 14). Por outro lado, a contagem
diferencial das células sanglineas ndo foi alterada nos diferentes grupos
experimentais quando comparados com o grupo controle (Tabela 15).

Pablo et al. (1999), investigaram o efeito da nisina na resposta imunoldgica
em camundongos. A nisina comercial (Nisaplin®) foi incorporada a dieta dos
animais por 30, 75 e 100 dias. Quando administrada por curto prazo, a nisina
induziu um aumento na contagem de linfécitos T e diminuiu a contagem dos
linfécitos B. Esse efeito ndo foi observado quando a bacteriocina foi administrada
por longo prazo, porém observou-se um aumento significativo na fragdo de
mondcitos/macréfagos no sangue periférico apés 100 dias de administracao.
Apds administracao de baixas doses de Nisaplin® observou-se uma diminuicéo da
atividade fagocitica das células peritoniais. Além das acbdes imunomodulatorias
observadas, os pesquisadores descrevem que o0 uso de nisina na dieta induz ao
aumento de peso, beneficiando a nutrigdo dos animais.
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Tabela 14 - Efeito do tratamento prolongado durante 90 dias consecutivos realizado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus

amyloliquefaciens R 10, administrado pela via oral, sobre alguns pardmetros hematol6gicos em camundongos

Grupo Sexo Hemacias Hematécrito Hemoglobina Leucocitos Plaguetas
(ug/kg, v.0.) (x 10mm?® (%) (g/dL) (x10%mm®  (x 10¥mm?)
0 Macho 8,2 41,05 13,03 6,28 902,00
(7,70-8,69)  (38,58-43,52) (11,93-14,12) (4,67 —7,89)  (842,71-961,29)
50 Macho 8,08 40,32 13,17 9,65 965,30
(7,14-9,01)  (35,65-44,99) (11,65-14,70) (7,83—-11,98) (919,16-1011,40)
500 Macho 8,56 42,75 13,97 8,99 939,90
(8,07-9,05)  (40,32-45,18) (13,17-14,76) (7,44—10,54) (874,10-1005,60)
5.000 Macho 8,12 40,45 12,96 8,22 918,50
(6,84-9,41) (34,81-46,09) (11,98-14,73) (6,06 —-10,39) (839,70-997,30)
0 Fémea 8,01 39,97 13,06 8,77 808,70
(7,46-8,55) (37,25-42,67) (12,17-13,95) (6,14—-11,40) (680,34-937,06)
50 Fémea 8,27 41,27 13,49 9,98 977,00
(7,88-8,65)  (39,36-43,17) (12,86-14,11) (7,02—12,94) (804,57-1149,40)
500 Fémea 8,08 40,35 13,19 7,93 838,70
(7,80-8,36) (39,96-41,74) (12,74-13,64) (5,95-9,91) (676,57-1000,80)
5.000 Fémea 7,49 37,48 12,25 10,18 1008,60
(6,83-8,15)  (34,2-40,76)  (11,18-13,32) (6,65—13,71) (815,77-1201,40)

Os valores representam a média de 10 - 12 animais juntamente com o intervalo de confianca de 95%. v.o.— via oral.

Teste SNK.
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Tabela 15 - Efeito do tratamento prolongado durante 90 dias consecutivos realizado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus

amyloliquefaciens R 10, administrado pela via oral, sobre o numero diferencial de células sanglineas em

camundongos

Grupo Sexo Basofilo Bastao Segmentado Linfécito Mondcito

(ug/kg, v.0.) (%) (%) (%) (%) (%)

0 Macho 0,08 0,33 7,08 89,08 3,33
(-0,10-0,27) (-0,08-0,740)  (5,56-8,60)  (86,59-91,57) (2,05-4,61)

50 Macho 0 0 6,0 92,92 1,08
(4,46-7,54) (91,09-94,76) (0,50-1,65)

500 Macho 0 0,25 6,41 91,42 2,08
(-0,04-0,54)  (3,63-9,19)  (88,42-94,42) (1,21-2,96)

5.000 Macho 0 0,14 9,0 88,0 2,86
(-0,21-0,49) (3,41-14,60) (80,19-95,81) (0,38-5,33)

0 Fémea 0 0 4,6 94,38 0,92
(2,71-6,67) (92,16-96,61) (0,46-1,38)

50 Fémea 0 0 5,6 90,37 2,25
(4,46-7,65)  (86,07-94,68) (1,18-3,32)

500 Fémea 0 0,14 3,21 95,07 1,57
(-0,07-0,35) (1,38-5,04) (92,73-97,41) (0,86-2,28)

5.000 Fémea 0 0,07 4,21 94,35 1,36
(-0,08-0,23)  (3,15-5,28)  (92,64-96,08) (0,52-2,19)

Os valores representam a média de 10 - 12 animais juntamente com o intervalo de confianca de 95%.

v.0.— via oral. Teste SNK.
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d) Influéncia do tratamento prolongado dos animais com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 sobre alguns parametros

bioquimicos

O tratamento prolongado de camundongos machos com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (50 — 5.000ug/kg), administrado
diariamente por 90 dias consecutivos, por via oral, ndo causou alteracbes
significativas dos niveis plasmaticos de glicose, globulinas, albumina, proteinas
totais, bilirrubina total e indireta, creatinina, sédio, fosfatase alcalina (FA), y-
glutamil transferase (yGT), alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), acido urico, colesterol total, colesterol LDL, colesterol
HDL, colesterol VLDL, triglicerideos quando comparado com os animais controle.
No entanto, o mesmo tratamento de camundongos machos com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10, aumentou de forma
significativa, os niveis de potassio nas doses de 50 e 5.000ug/kg e diminuiu os
niveis de uréia nas doses de 50, 500 e 5.000ug/kg, em relagao ao grupo controle,

tratado com veiculo (Tabela 16).

O aumento dos niveis séricos de potassio, constatado nos grupos de
camundongos machos tratados com 500 e 5.000ug/kg do extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10, pode ser um indicativo de
nefropatias, principalmente com insuficiéncia renal e insuficiéncia hepatica.
Apesar dessa alteracdo nao estar associada a alteragdes de outros indicadores
de funcao renal e hepatica analisados, essa hip6tese s6 pode ser descartada por
exames histopatolégicos. Ja a diminuicao dos niveis séricos de uréia, constatado
nos grupos de camundongos machos tratados com 50, 500 e 5.000ug/kg do
extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10, ndo apresenta
significado clinico, dada a presenca de niveis séricos de uréia menores que 0s
constatados no grupo controle (FLEURY, 2006).
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Tabela 16 - Efeito do tratamento prolongado durante 90 dias consecutivos realizado com extrato bruto antibacteriano de Bacillus

amyloliquefaciens R 10, administrado pela via oral, sobre alguns parametros bioquimicos do sangue em

camundongos machos

(continua)
Parametro Extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (ug/kg, v.0.)
bioquimico 0 50 500 5.000
Proteinas totais (g/%) 4,46 4,53 4,54 4,28
(4,26-4,66) (4,09-4,97) (4,27-4,97) (3,94-4,62)
Albumina (g/%) 1,21 1,22 1,19 1,11
(1,11-1,32) (1,02-1,42) (1,07-1,31) (0,98-1,24)
Globulinas (g/%) 3,24 3,31 3,35 3,17
(3,10-3,39) (3,04-3,58) (3,13-3,57) (2,88-3,46)
Relagéao 0,38 0,37 0,36 0,35
Albumina/Globulina (0,34-0,41) (0,32-0,41) (0,32-0,40) (0,31-0,40)
Glicose (mg/dL) 136,86 141,20 133,10 130,60
(126,00-147,71) (90,19-122,21) (120,49-145,71) (117,44-143,76)
Creatinina (mg/dL) 0,24 0,19 0,22 0,24
(0,17-0,30) (0,14-0,24) (0,12-0,31) (0,14-0,34)
Uréia (mg/dL) 54,00 46,60* 43,00 43,60

Sodio (mEg/L)
Potassio (mEg/L)
Acido drico (mg/dL)

Bilirrubina total (mg/dL)

(46,90-61,10)

146,07

(141,92-150,22)

4,63
(4,40-4,85)
0,56
(0,39-0,74)
0,33
(0,30-0,35)

(42,24-50,96)

145,00

(141,48-148,52)

5,17+
(4,91-5,43)
0,99
(0,69-1,29)
0,35
(0,30-0,39)

(38,11-47,89)

139,30

(136,34-142,26)

4,85
(4,61-5,09)
0,59
(0,36-0,82)
0,30
(0,28-0,33)

(40,72-46,48)

144,00

(135,40-152,60)

5,38***
(5,04-5,72)
0,89
(0,52-1,26)
0,33
(0,28-0,38)

Os valores representam a média de 10 - 12 animais juntamente com o intervalo de confianca de 95%. v.o.— via oral.
Difere significativamente do grupo controle (veiculo, 0): *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. Teste SNK.
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Tabela 16 - Efeito do tratamento prolongado durante 90 dias consecutivos realizado com extrato bruto antibacteriano de Bacillus

amyloliquefaciens R 10, administrado pela via oral, sobre alguns parametros bioquimicos do sangue em

camundongos machos

(concluséao)

Extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (ug/kg, v.0.)

Parametro bioquimico

0 50 500 5.000
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,23 0,25 0,22 0,23
(0,21-0,25) (0,22-0,28) (0,20-0,23) (0,20-0,26)
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,16 0,10 0,09 0,10
(0,03-0,28) (0,08-0,12) (0,08-0,10) (0,08-0,13)
Alanina 71,57 79,10 76,00 70,00
aminotransferase (U/L) (52,65-90,50) (60,65-97,55) (61,81-90,19) (57,44-82,56)
Aspartato 145,21 148,40 124,30 127,10
aminotransferase (U/L) (116,29-174,14) (109,43-187,37) (99,99-148,61) (100,56-153,64)
Fosfatase alcalina (U/L) 0,21 0 0 0
(-0,25-0,68) (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00-0,00)
Gama GT (U/L) 1,16 2,00 0,98 1,38
(0,32-1,99) (0,65-3,35) (0,30-1,66) (0,84-1,92)
Colesterol total (mg/dl) 89,71 78,80 79,40 79,50
(78,01-101,42) (60,58-97,02) (68,70-90,10) (69,16-89,84)
Colesterol HDL(mg/dl) 17,43 19,4 24,8 19,5
(13,15-21,70) (17,08-21,72) (19,10-30,50) (11,06-27,95)
Colesterol LDL(mg/dl) 55,28 48,30 43,00 46,90
(48,26-68,31) (31,46-65,14) (36,02-49,98) (37,74-56,06)
Colesterol VLDL (mg/dl) 17,00 11,10 11,60 13,10
(10,38-23,62) (8,98-13,22) (9,54-13,66) (10,27-15,93)
Triglicerideos 84,93 56,40 57,30 65,20

(52,28-117,58)

(46,28-66,52)

(47,27-67,33)

(51,08-79,32)

Os valores representam a média de 10 - 12 animais juntamente com o intervalo de confian¢a de 95%. v.0.— via oral.
Difere significativamente do grupo controle (veiculo, 0): *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. Teste SNK.
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Os dados apresentados na Tabela 17 demonstram que o tratamento
prolongado dos camundongos fémeas com o extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 (50 — 5.000ug/kg), administrado diariamente por
90 dias consecutivos por via oral, ndo causou alteracdes significativas dos niveis
plasmaticos de glicose, albumina, globulinas, creatinina, fosfatase alcalina,
y-glutamil transferase (yGT), alanina aminotransferase (ALT), bilirrubina total,
direta e indireta, colesterol total, colesterol LDL, colesterol VLDL, colesterol HDL,
triglicerideos, sodio, potassio, uréia e acido urico, quando comparado com 0s
animais controle. No entanto, o mesmo tratamento de camundongos fémeas com
o extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 aumentou de
forma significativa os niveis de aspartato aminotransferase (AST) e diminuiu os
niveis de sédio na dose de 500 e 5.000ug/kg, respectivamente, em relacdo ao

grupo controle, tratado com veiculo (Tabela 17).

O aumento dos niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST)
constatado nos grupos de camundongos fémeas tratadas com 500ug/kg do
extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10, pode ser um
indicativo de hepatopatias, como necrose hepatocistica téxica ou isquémicas e
anemias hemoliticas. Ja a diminuicéo dos niveis séricos de sédio, constatado nos
grupos de camundongos fémeas tratadas com 5.000ug/kg do extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10, pode ser um indicativo de
sindrome nefrética e de nefropatias com perda de sédio. Apesar dessa alteragao
nao estar associada a alteracdes de outros indicadores de funcao hepatica e renal
analisados, essa hipbtese sé pode ser descartada por exames histopatolégicos
(FLEURY, 2006).
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Tabela 17 - Efeito do tratamento prolongado durante 90 dias consecutivos realizado com extrato bruto antibacteriano de Bacillus

amyloliquefaciens R 10, administrado pela via oral, sobre alguns parametros bioquimicos do sangue em

camundongos fémeas

(continua)
Parametro Extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (ug/kg, v.0.)
bioquimico 0 50 500 5.000
Proteinas totais (9/%) 4,48 4,87 4,63 4,68
(4,25 - 4,71) (4,55 -5,19) (4,35 - 4,91) (4,50 - 4,86)
Albumina (g/%) 1,17 1,23 1,23 1,09
(1,06 - 1,28) (1,04 — 1,41) (1,05 - 1,41) (0,99 - 1,19)
Globulinas (g/%) 3,31 3,64 3,40 3,59
(3,10 - 3,52) (3,31 -3,97) (3,22 - 3,58) (3,37 - 3,81)
Relacao 0,36 0,34 0,36 0,31
Albumina/Globulina (0,31 - 0,40) (0,29 — 0,40) (0,31 -0,41) (0,27 - 0,35)
Glicose(mg/dL) 113,00 113,90 120,46 126,70
(105,99 - 120,01) (94,31 -133,48) (109,69 - 131,23) (107,21 -146,19)
Creatinina (mg/dL) 0,30 0,40 0,45 0,31
(0,19 - 0,41) (0,27 — 0,53) (0,34 - 0,56) (0,21 - 0,41)
Uréia (mg/dL) 39,00 35,90 36,80 41,50
(35,93 - 42,07) (29,82 - 41,97) (27,95 -45,66) (35,19 — 47,81)
Sédio (mEq/L) 142,60 140,80 137,00 129,50***
(138,05 - 147,15) (136,00 — 145,60) (131,53 —142,47) (124,60 -134,40)
Potassio (mEqg/L) 4,70 4,86 7,78 4,79
] (4,29 - 5,12) (4,60 —5,12) (0,43 - 15,13) (4,47 - 5,11)
Acido arico (mg/dL) 0,58 0,22 0,31 0,31
(0,10 - 1,06) (0,11 -10,33) (0,11 -10,51) (0,11 - 0,51)
Bilirrubina total 0,30 0,31 0,31 0,27
(mg/dL) (0,27 - 0,33) (0,28 — 0,34) (0,27 - 0,35) (0,25 -0,29)

Os valores representam a média de 10 - 12 animais juntamente com o intervalo de confiang¢a de 95%. v.0.— via oral.
Difere significativamente do grupo controle (veiculo, 0): * p <0,05, *** p <0,001; teste SNK.
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Tabela 17 - Efeito do tratamento prolongado durante 90 dias consecutivos realizado com extrato bruto antibacteriano de Bacillus

amyloliquefaciens R 10, administrado pela via oral, sobre alguns parametros bioquimicos do sangue em

camundongos fémeas

(conclusao)

Parametro Extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (ug/kg, v.0.)
bioquimico 0 50 500 5.000
Bilirrubina indireta 0,20 0,21 0,23 0,20
(mg/dL) (0,18 -0,22) (0,19-0,23) (0,20 - 0,26) (0,19-0,21)
Bilirrubina direta 0,10 0,10 0,08 0,07
(mg/dL) (0,08 - 0,12) (0,07 -0,12) (0,07 -0,10) (0,06 - 0,08)
Alanina 60,90 45,50 71,00 52,10
aminotransferase (U/L) (48,26 - 73,54) (35,32 — 55,68) (60,44 — 81,56) (36,65 — 67,55)
Aspartato 100,90 77,90 154,40 * 127,90
aminotransferase (U/L) (78,43 - 123,36) (60,67 — 95,12) (114,91 -193,89) (90,59 -165,21)
Fosfatase alcalina 0,40 0,20 0,40 0,30
(U/L) (-0,29 - 1,09) (-0,10 - 0,50) (-0,29 — 1,09) (-0,04 - 0,64)
Gama GT (U/L) 2,70 2,50 6,50 2,10
(0,76 — 4,64) (1,14 - 3,86) (-1,99 - 14,99) (0,91 - 3,29)
Colesterol HDL (mg/dl) 11,20 10,60 10,40 14,50
(8,66 - 13,74) (7,56 - 13,64) (7,87 - 12,93) (11,52 -17,48)
Colesterol LDL (mg/dl) 30,30 27,40 27,80 21,40
(17,04 - 43,56) (16,38 - 38,42) (13,57 - 42,02) (8,22 - 34,58)
Colesterol total (mg/dl) 66,70 65,20 61,20 54,50
(58,20 - 75,20) (55,95 - 74,45) (48,05 - 74,35) (44,84 - 64,16)
Colesterol VLDL 25,20 27,20 23,00 18,60
(mg/dl) (17,92 - 32,48) (20,06 - 34,33) (17,35 - 28,65) (11,26 - 25,94)
Triglicerideos (mg/dL) 126,30 136,00 115,30 93,40

(90,19 - 162,41)

(99,99 - 172,00)

(86,77 -143,83)

(56,47 -130,33)

Os valores representam a média de 10 - 12 animais juntamente com o intervalo de confianga de 95%. v.0.— via oral.
Difere significativamente do grupo controle (veiculo, 0): * p <0,05, *** p <0,001; teste SNK.
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e) Influéncia do tratamento prolongado dos animais com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 sobre determinadas

caracteristicas de alguns érgaos

O tratamento com doses repetidas do extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 (nas doses de 50, 500 e 5.000ug/kg),
administrado por 90 dias consecutivos por via oral, tanto em camundongos
machos quanto fémeas, ndo causou alteragcbes macroscopicas importantes
quanto ao aspecto e a cor de alguns 6rgaos analisados, como o coracao, pulmao,
figado, rins, baco, estdbmago, testiculos, ovario e tubas uterinas, glandula salivar,
glandula adrenal, timo, linfonodo mesentérico e encéfalo, quando comparado ao

grupo controle e avaliado no final do experimento.

Os camundongos machos e fémeas tratados com o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (50 - 5.000ug/kg) néo
apresentaram alteracédo significativa do peso relativo do coracdo, pulmao, baco,
rins, estbmago, testiculos, ovario e tubas uterinas, glandula salivar, glandula
adrenal, timo, linfonodo mesentérico e encéfalo, quando comparado ao grupo
controle e avaliado no final do experimento. No entanto, os camundongos machos
apresentaram diminuicao significativa do peso relativo do figado nas doses de 50
e 5.000ug/kg, enquanto que a dose de 5.000ug/kg do extrato bruto antibacteriano
de Bacillus amyloliquefaciens R 10 aumentou o peso relativo do figado de
camundongos fémeas, quando comparado ao grupo controle (Tabela 18).

Por outro lado, os dados apresentados na Tabela 19 mostram que o
tratamento de camundongos machos e fémeas com o extrato bruto antibacteriano
de Bacillus amyloliquefaciens R 10 (50 — 5.000ug/kg) ndo causou alteracéao
significativa do peso absoluto do coracdo, bacgo, rins, pulmédo, estémago,
testiculos, ovario e tubas uterinas, glandula salivar, glandula adrenal, timo,
linfonodo mesentérico e encéfalo, quando comparado ao grupo controle e
avaliado no final do experimento. No entanto, os camundongos machos e fémeas
apresentaram diminuicdo e aumento, respectivamente, significativos do peso

absoluto do figado na dose de 5.000ug/kg, quando comparado ao grupo controle.
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Tabela 18 - Efeito do tratamento prolongado durante 90 dias consecutivos realizado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10, administrado pela via oral, sobre o peso relativo do baco, rins, coracédo, pulmao, figado,

linfonodo mesentérico, glandula adrenal, timo, estbmago, encéfalo, testiculo/ovario e glandula salivar de camundongos

(continua)
Grupo Sexo Baco (%) Rins (%)  Coragdo (%)  Pulmdo (%)  Figado (%) Linfonodo
(ug/kg, v.0.) o 7o ° Gao (7o ° 9 ° mesentérico (%)
0 Macho 0,29 0,58 0,41 0,56 4,60 0,13
(0,27 — 0,30) (056 —0,61)  (0,38—-044) (0,50 - 0,63) (4,30 — 5,00) (0,10 — 0,15)
50 Macho 0,28 0,57 0,38 0,52 3,90* 0,10
(0,26 — 0,31) (0,53 -10,61) (0,34 -0,42) (0,48 — 0,56) (3,50 — 4,20) (0,8-10,12)
500 Macho 0,28 0,57 0,39 0,54 4,30 0,12
(0,26 — 0,30) (054—0,61)  (0,35-043) (0,48 —0,61) (3,90 — 4,70) (0,09 - 0,14)
5.000 Macho 0,31 0,55 0,40 0,49 3,60 0,09
(0,27 — 0,36) (0,49 — 0,66) (0,34 — 0,46) (0,45 - 0,54) (3,20 - 4,10) (0,07 -10,11)
0 Fémea 0,47 0,50 0,40 0,62 4,30 0,13
(0,36 — 0,57) (0,45 - 0,55) (0,35-0,45) (0,54 - 0,71) (3,60 — 4,90) (0,10-10,16)
50 Fémea 0,38 0,47 0,38 0,66 4,50 0,15
(0,34 — 0,41) (0,44-0,50)  (0,36-040) (0,59 - 0,73) (4,10 — 4,80) (0,13 - 0,17)
500 Fémea 0,41 0,47 0,38 0,63 4,70 0,15
(0,34 —0,48) (0,44 - 0,51) (0,35-10,41) (0,56 — 0,69) (4,50 — 4,80) (0,12-10,19)
5.000 Fémea 0,45 0,53 0,42 0,65 5,90*** 0,18
(0,35-10,55) (0,48 - 0,57) (0,39 — 0,44) (0,57 - 0,73) (5,20 — 6,70) (0,14 -10,22)

Os valores representam a média de peso dos érgédos de 17 - 20 animais juntamente com o intervalo de confian¢a a 95%. v.0.— via oral.

Os valores foram obtidos através da relagdo (em percentagem) do peso dos 6rgaos pela massa corpérea dos animais (através da seguinte formula: peso do
6rgao/peso do animal x 100).

Difere significativamente do grupo controle (veiculo, 0): *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001; teste SNK.
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Tabela 18 - Efeito do tratamento prolongado durante 90 dias consecutivos realizado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10, administrado pela via oral, sobre o peso relativo do baco, rins, coracado, pulmao, figado,

linfonodo mesentérico, glandula adrenal, timo, estbmago, encéfalo, testiculo/ovario e glandula salivar de camundongos

(conclusao)

Grupo Glandula , o A o . o Testiculo/ Glandula salivar

(ug/kg, v.0.) Sexo adrenal (%) Timo (%) Estbmago (%) Encéfalo (%) Ovario (%) (%)

0 Macho 0,0053 0,13 0,75 1,01 0,20 0,26
(0,003-0,007) (0,09-0,16) (0,69 —0,81) (0,96 — 1,06) (0,18 — 0,22) (0,22 - 0,31)

50 Macho 0,0050 0,16 4.5 0,92 0,20 0,24
(0,003 — 0,007) (0,12 -0,20) (0,36 —12,7) (0,85-0,98) (0,18 —0,22) (0,19 -10,28)

500 Macho 0,0084 0,16 0,71 0,96 0,21 0,26
(0,005 —0,011) (0,13-0,18) (0,65 —0,77) (0,88 — 1,03) (0,18 — 0,25) (0,20 — 0,33)

5.000 Macho 0,0066 0,17 0,63 0,98 0,18 0,19
(0,005 - 0,009) (0,12-10,22) (0,57 -0,70) (0,88 -1,07) (0,15-10,22) (0,13-10,25)

0 Fémea 0,015 0,20 0,91 1,22 0,03 0,20
(0,012 -0,018) (0,16 —-0,23) (0,81 —1,00) (1,07 —-0,36) (0,02- 0,04) (0,16 —0,24)

50 Fémea 0,018 0,18 0,86 1,25 0,03 0,19
(0,013 -0,022) (0,14-0,22) (0,80 —0,92) (1,19 -1,31) (0,02 - 0,04) (0,15 — 0,24)

500 Fémea 0,015 0,18 0,91 1,23 0,03 0,19
(0,013 -0,018) (0,14 - 0,22) (0,84 —0,98) (1,14 -1,32) (0,02 - 0,04) (0,14 —0,24)

5.000 Fémea 0,016 0,17 0,98 1,23 0,03 0,19
(0,012 -0,019) (0,14 -0,21) (0,91 -1,07) (1,15-1,32) (0,02 -0,04) (0,15- 0,23)

Os valores representam a média de peso dos 6rgédos de 17 - 20 animais juntamente com o intervalo de confian¢a a 95%. v.0.— via oral.

Os valores foram obtidos através da relagdo (em percentagem) do peso dos 6rgaos pela massa corpérea dos animais (através da seguinte formula: peso do
6rgao/peso do animal x 100).

Difere significativamente do grupo controle (veiculo, 0): *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001; teste SNK.
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Tabela 19 - Efeito do tratamento prolongado durante 90 dias consecutivos realizado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus

amyloliquefaciens R 10, administrado pela via oral, sobre o peso absoluto do baco, rins, coracdo, pulmao, figado,

linfonodo mesentérico, glandula adrenal, timo, estbmago, encéfalo, testiculo/ovario e glandula salivar de camundongos

(continua)
Grupo . ~ ~ ] Linfonodo
(ug/kg, v.0.) Sexo Baco Rins Coracao Pulmao Figado mesentério
0 Macho 125,60 254,30 176,30 244,40 20131 54,00
(116,40 -134,80) (234,80 - 273,90) (162,10 - 190,40) (214,70 - 274,20) (1851,1-2174,70) (46,90 - 61,50)
50 Macho 135,20 269,50 185,80 248,90 1839,2 49,10
(123,00 — 147,40) (247,10-291,90) (166,80 - 204,80) (223,60 - 274,20) (1676,9-2003,5) (40,20 - 57,80)
500 Macho 124,90 257,20 172,20 24440 1913,2 58,00
(116,40 — 133,50) (243,70-270,70) (160,60 - 183,90) (216,10-272,70) (1761,1-2073,0) (50,20 — 65,80)
5.000 Macho 139,10 239,20 175,50 222,10 1661,9** 43,10
(122,10 - 156,00) (227,40 - 251,10) (159,90 - 191,20) (200,60 - 243,70)  (1504,2-1818,2) (34,90 - 51,20)
0 Fémea 174,10 186,50 148,00 240,90 1678,2 51,00
(137,60 -210,50) (179,70 - 193,30) (140,70 - 155,30) (208,50 - 273,30) (1550,3-1806,8) (39,90 - 62,10)
50 Fémea 133,70 166,80 144,70 234,70 1579,4 52,9
(121,90 - 145,50) (155,80 -177,80) (130,30 -159,00) (209,40 - 260,10)  (1473,1-1685,7) (44,30 - 61,60)
500 Fémea 148,70 167,00 133,70 228,60 1672,4 56,70
(120,30 -177,10) (152,10 - 182,00) (122,40 -145,00) (196,90 - 260,20) (1524-1821) (43,10 - 70,30)
5.000 Fémea 159,70 184,40 144,80 223,60 2057,4*** 58,20

(124,80 - 194,60)

(171,50 - 197,40)

(137,70 - 151,80)

(196,80 - 250,30)

(1869,7-2246,1)

Os valores representam a média de peso dos 6rgédos de 17 - 20 animais juntamente com o intervalo de confianga a 95%. v.0.— via oral.
Os valores foram obtidos através da média dos pesos dos érgaos em mg. Teste SNK.

(44,50 - 71,80)
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Tabela 19 - Efeito do tratamento prolongado durante 90 dias consecutivos realizado com o extrato bruto antibacteriano de Bacillus

amyloliquefaciens R 10, administrado pela via oral, sobre o peso absoluto do baco, rins, coracdo, pulmao, figado,

linfonodo mesentérico, glandula adrenal, timo, estbmago, encéfalo, testiculo/ovario e glandula salivar de camundongos

(conclusao)

Grupo A , A . Testiculo/ Glandula
(ug/kg, v.0.) Sexo Glandula adrenal Timo Estébmago Encéfalo Ovario salivar
0 Macho 2,22 54,00 307,40 436,60 88,50 117,80
(1,43-3,01) (41,30-66,80)  (286,50-328,20)  (423,70-449,50) (79,50-96,50)  (101,20-134,50)
50 Macho 1,95 64,70 312,80 430,60 95,10 110,40
(1,21-2,70) (55,80-73,70) (289,20-336,40)  (403,90-457,70) (84,60-105,60) (90,00-130,70)
500 Macho 3,43 64,10 319,20 430,80 96,30 118,90
(2,24-4,16) (52,80-75,30)  (295,50-343,00) (403,90-457,70)  (84,40-108,20)  (90,90-146,90)
5.000 Macho 2,57 72,50 291,60 426,80 88,00 96,30
(1,86-3,28) (57,90-87,20) (272,10-311,20)  (410,20-443,30) (79,40-96,60) (71,70-121,00)
0 Fémea 5,45 80,20 347,80 450,40 9,40 73,50
(4,54-6,36) (63,90-96,50) (319,70-375,90)  (440,70-460,20) (6,60-12,20) (61,60-85,30)
50 Fémea 6,29 67,70 290,20 442,70 10,40 68,00
(4,66-7,92) (53,70-81,70) (267,50-312,90)  (429,10-456,30) (7,20-13,50) (53,40-82,70)
500 Fémea 5,49 63,90 323,30 430,20 11,70 70,90
(4,56-6,42) (46,90-81,10) (297,20-353,80) (413,60-446,80) (8,10-15,20) (53,70-82,20)
5.000 Fémea 5,63 60,50 347,30 429,80 11,30 65,50
(4,61-6,64) (40,20-71,80) (316,30-378,40) (412,50-447,20) (6,70-15,80) (52,00-79,10)

Os valores representam a média de peso dos 6rgédos de 17 - 20 animais juntamente com o intervalo de confian¢a a 95%. v.0.— via oral.

Os valores foram obtidos através da média dos pesos dos érgaos em mg. Teste SNK.
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Em conjunto, as anadlises bioquimicas, hematolégicas e anatomo-
patolégicas (macroscépica), realizadas nos animais tratados com veiculo
(controle) ou com as diversas doses do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 (50, 500 e 5.000ug/kg), por via oral, durante 90 dias
consecutivos, detectaram alteracées pontuais em alguns desses parametros,
demonstrando que o extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens
R 10, quando administrado por um periodo prolongado em camundongos de
ambos 0s sexos, apresenta reduzidos sinais de toxicicidade, principalmente para
as maiores doses empregadas, em relacdo ao peso corporal e letalidade. A non
toxic adverse effect level (NOAEL) para o extrato bruto antibacteriano de Bacillus

amyloliquefaciens R 10 situa-se entre as doses de 50 e 500ug/kg.

Ao dividirmos a NOAEL encontrada para o extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 em camundongos pelo fator de seguranca de
100, chegamos a uma IDA alocada entre 0,5 e 5ug/kg de peso corpéreo, ou seja,
para uma pessoa de 70kg corresponderia a uma ingesta aproximada entre 35 e
350ug por dia do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10,

respectivamente.

Essa IDA alocada para o extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 € menor que a IDA estabelecida para a nisina pura, tanto
pela FAO/OMS, quanto pelo Comité Cientifico em Alimentos da Unido Européia,
que é de 821 e 130ug/kg de peso corpdreo, respectivamente. Logo, para uma
pessoa de 70kg, corresponde a uma ingesta de aproximadamente 58 e 9mg de
nisina pura por dia pela FAO/OMS e pelo Comité Cientifico em Alimentos da

Uniao Européia, respectivamente.

Levando-se em consideracdo a IDA para a nisina pura estabelecida pelo
Comité Cientifico em Alimentos da Unido Européia, o extrato bruto antibacteriano
de Bacillus amyloliquefaciens R 10 apresenta uma IDA alocada aproximadamente

26 a 260 vezes menor.
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6 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

O extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens R 10 apresenta atividade
antibacteriana frente Listeria monocytogenes NCTC 098630, porém nédo é ativo
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 nao é
genotoxico para células VERO na concentracao de 60ug/ml, porém apresenta
genotoxicidade nas concentracdes de 80 e 100 pg/ml.

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10, quando
administrado agudamente por via oral em ratos e camundongos, demonstra boa
tolerabilidade e poucos efeitos tdxicos importantes, apresentando DLsy superior a
2.000ug/kg e 5.000ug/kg de peso corporeo, respectivamente.

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10, quando
administrado repetidamente durante 90 dias por via oral em camundongos,
demonstra reduzidos sinais de toxicidade, apresentando uma NOAEL entre as
doses de 50 e 500ug/kg.

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10
apresenta um grande potencial como conservador natural de alimentos, dada sua

marcante atividade antilisterial e sua relativa seguranca toxicolégica.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apesar do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10
ter apresentado apenas atividade antilisterial, as demais enzimas e bacteriocinas
produzidas por Bacillus spp. utilizadas no processamento de alimentos, podem
ser uma nova alternativa para industria na conservacdo de alimentos,
necessitando ser submetidas tanto a ensaios de atividade antibacteriana quanto
antifungica, haja vista seu grande potencial como agentes antibacterianos e

antifangicos.

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10
apresentou reduzidos efeitos toxicos e boa tolerabilidade nos ensaios de
toxicidade oral aguda e de dose repetida em ratos e camundongos, porém, torna-
se necessario verificar seu comportamento utilizando outra espécie de mamifero

nao roedor, conforme preconizado pela legislagdo (BRASIL, 2004).

Ensaios utilizando diferentes metodologias de cromatografia, eletroforese e
seqlenciamento serdo necessarias para verificar se a(s) substancia(s)
antimicrobiana(s) presente(s) no extrato bruto ja sdo conhecidas ou nao, bem
como estudos adicionais de seu(s) mecanismo(s) de acao(6es).

Serdao também necessarios estudos preditivos, utilizando varios
microrganismos indicadores e diferentes tipos de alimentos para testar o extrato
bruto ou a(s) substancia(s) antimicrobiana(s) presente(s) nesse, com o objetivo de

utilizd-lo(as) na industria de alimentos.

Além de ser utilizado diretamente nos alimentos, o extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 apresenta um grande potencial
para ser utilizado na elaboracdo de biofilmes comestiveis, porém pesquisas nessa

direcao precisam ainda ser desenvolvidas.
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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E HEMOLITICA DO
EXTRATO BRUTO PRODUZIDO POR Bacillus
amyloliquefaciens’ )

B RESUMO: Avaliou-se a atividade antimicrobiana e

hemolitica do extrato bruto produzido por Bacillus
amyloliquefaciens, a ser utilizado como bioconservador
em alimentos, previamente padronizado pela dosagem
de proteinas; a qual foi quantificada pelo halo de
hemdlise e inibi¢io do crescimento de Listeria
monocytogenes NCTC 098630. As concentragoes de
proteina responsdveis por 50% da atividade
antimicrobiana ¢ hemolitica médxima foram de 22,54 ¢
20,88 mg (de proteina). respectivamente. sugerindo que
a substincia antimicrobiana presente no extrato bruto
seja relacionada, também com a atividade hemolitica.

B PALAVRAS-CHAVE: Atividade antimicrobiana; ativi-
dade hemolitica; Bacillus amyloliquefaciens.

Introdugao

A contaminagdo de alimentos ¢ um problema sério
que causa grandes indices de morbidade. Ji existem muitas
teenologias de conservagio disponiveis. mas nenhuma delas
asscgura completamente a qualidade microbioldgica dos
alimentos. Com isso, fica evidente a necessidade de se
desenvolver um nimero cada vez maior de alternativas de
conservagdo para que. aliadas as tecnologias ji existentes,
seja possivel disponibilizar para a populagio alimentos de
qualidade, cada vez melhor e mais seguros. do ponto de
vista microbioldgico e toxicoldgico.®

O uso de bioconservadores em alimentos tem sido
amplamente difundido e, desde os anos 50 é relatada a
habilidade de virias espécies bacterianas, inclusive Bacillus,
produzir substancias com atividade antimicrobiana, como:
subtilisinas, proteases, enzimas bacterioliticas,
bacteriocinas, dentre outras.**!!

Os bioconservadores podem significar seguranga
para o consumidor, economia e uma alternativa na
conservagdo de alimentos para as inddstrias.?

Batista' verificou que a célula de Bacillus
amyloliquefaciens produz uma substancia capaz de inibir o

Denys SCHULZ *

Murilo Anderson PEREIRA*#
Mircia Menezes NUNES#*
Cleide Rosana Vieira BATISTA®#

desenvolvimento de Listeria monocytogenes. De acordo com
os resultados obtidos, a inibi¢io ndo parece ser devida a
produgiio de dcidos ou perdxido de hidrogénio, tampouco &
exaustiio de nutrientes. Em continuidade a esses estudos, o
presente trabalho teve como objetivo quantificar a atividade
antimicrobiana e hemolitica do extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens, baseado em seu perfil protéico, com intuito
de utilizd-lo como um conservador natural de alimentos.

Material e métodos
Dosagem de proteinas do extrato bruto

O extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens (o
obtido por téenicas de precipitagio. centrifugagiio, didlisc ¢
esterilizagiio por filtragio 1

A padronizagio da atividade antimicrobiana do
extrato bruto produzido por Bacillus amyliquefaciens foi-
realizada pela determinagio da concentragio de proteinas
utilizando o Kit de Ensaio para Dosagem de Proteinas Totais
(Analisa Diagndstica - Método de Biureto) por comparagio
com padriio de albumina de soro bovino (BSA). A leitura
foi feita em espectrofotometro (Micronal B382) a 545 nm.

Quantificagiio da atividade antimicrobiana e hemolitica
do extrato bruto

A quantificagio da atividade antimicrobiana e
hemolitica do extrato bruto foi realizada utilizando placas
de Agar Sangue (AS), previamente semeadas com 0,1 mL
de Listeria monocytogenes na concentragio de 10° UFC/
mL, com auxilio de uma alga de Drigalski.'*'S

Para quantificagdo da atividade antimicrobiana e
hemolitica em profundidade foram utilizados 0,8; 3,3; 6,5;
9,8 ¢ 13,0 pL do extrato bruto em tampio fosfato 0,2 M pH
7,2 contendo 5; 20; 40; 60 ¢ 80 pg de proteina,
respectivamente. O volume final aplicado em cada pogo
teste das placas foi padronizado em 80 pL, logo todos os
volumes pipetados do extrato bruto e nisina (exceto na

* Trabalho elaborado com auxilio financeiro do Nicleo de Microbiologia de Alimentos do CAL (NUMICAL).
** Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - CAL - Centro de Ciéncias Agrdrias — CCA - Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC - Itacorubi - 8303-‘-_001 — Floriandpolis — SC - Brasil.
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concentragio de 80 pg) foram completados com tampao
fosfato para 80 pL. Como controle positivo foi utilizado
uma solugido de nisina comercial (Nisaplin) em tampao
iosfato 0,2 M pH 7,2, contendo 1 mg de nisina/mL. Dessa
solugiio estoque utilizou-se 5; 20; 40; 60 e 80 uL contendo
5; 20; 40; 60 e 80 pl. de nisina, respectivamente. As placas
semeadas foram incubadas a 35°C por 24 h. A atividade
antimicrobiana e hemolitica foi quantificada pela medida
do raio do halo de inibi¢do, haja vista a necessidade da
utilizagao de pogos no dgar para inoculagdo em
profundidade.’: 2 1413

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram ajustados por andlise de
regressdo nio linear, pelos programas SAS® versio 6.12 e
Microsoft® Excel 2000, versdo 9.0.2812. O teste de separagio
de médias utilizado foi o teste F ao nivel de significincia de
5%. Os resultados apresentados correspondem a média de
trés ensaios independentes, cada um em triplicata.

Resultados e discussao

Quantificagiio da atividade antimicrobiana ¢ hemolitica
do extrato bruto

Para comparagio dos resultados da atividade
antimerobiana com os da atividade hemolitica, utilizou-se
como referéneia a coneentragiio de proteina do extrato bruto
responsdvel por 50% (X)) da atividade antimicrobiana ¢
hemolitica maxima, respectivamente. O (X)) foi caleulado
atilizando-se a melhor equagio da reta para o fendmeno
observado. Os resultados observados para o extrato bruto
(nomeado substancia na legenda dos grificos) ¢ nisina siio
os dados constatados no laboratdrio ¢ os estimados sio os
caleulados com a equagio da reta.

Frente a essas observagoes constatou-se que com uma
concentragio de X, =22,54 pig do extrato bruto obteve-se
uma atividade antimicrobiana de 50% com um halo de
inibigiio de aproximadamente 2 mm. Em contrapartida, a
nisina niio apresentou halo de inibigio em nenhuma das
concentragdes testadas conforme Figura 1.
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FIGURA 1 - Atividade antimicrobiana do extrato bruto &
nisina comercial (Nisaplin) em placas de AS incubadas
a 35°C por 24 h, utilizando Listeria monocytogenes
como microrganismo indicador.
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Com uma concentragdo de X =20,88 pg do extrato
bruto obtemos uma hemdlise de 50% com um halo de
aproximadamente 3 mm. Em contrapartida, a nisina
apresentou um halo de hemélise de 0,7 mm em todas as
concentragdes testadas conforme Figura 2.

Segundo Fermanian & Wong?*, Bacillus cereus
produz a hemolisina BL, que é composta de trés proteinas
distintas B, L1 e L2; as quais quando combinadas sdo
hemoliticas, enterotoxigénicas, dermonecrdticas e
citotéxicas para virios tipos de células e tecidos.
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FIGURA 2 - Atividade hemolitica do extrato bruto ¢ nisina
comercial (Nisaplin) em placas de AS incubadas a 35°C
por 24 h.

Um estudo realizado por Pedersen et al.'’. que
investigaram o potencial citotdxico de cepas industriais de
Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens ¢
Bacillus subtilis, concluiu que essas cepas sdio seguras para -
uso, nio existindo uma correlagio clara entre as toxinas
produzidas por Bacillus cereus ¢ as outras espéeies de
Bacillus estudadas.

Segundo Jack et al.. as bacteriocinas termoldbeis
de alto peso molecular (classe 1T de Klaenhammer - >30
kDa) incluem muitas enzimas extra-celulares bacterioliticas
(hemolisinas ¢ muramidases) que podem mimetizar as
atividades fisioldgicas das bacteriocinas.

Com a emergéncia de microrganismos psicréfilos
em alimentos, o desenvolvimento de novas tecnologias e a
procura dos consumidores por alimentos naturais, tem-se
visto os bioconservadores como uma potencial fonte para
tal finalidade.’

Frente a essa realidade, os resultados indicam que o
uso do extrato bruto produzido por Bacillus
amyloliquefaciens como um bioconservador é muito
promissor, principalmente porque Listeria monocytogenes
¢ capaz de causar doengas invasivas sérias, especialmente
em hospedeiros imunodeprimidos, recém-nascidos e fetos,
sendo determinado tolerincia zero para esse patégeno em
alimentos de vdrios paises, incluindo os Estados Unidos.™’!?

Serdo necessdrios estudos futuros da toxicidade
aguda, sub-crdnica e crénica in vivo do extrato bruto
produzido por Bacillus amyloliquefaciens, haja vista que a
natureza quimica das bacteriocinas e de vérias toxinas faz
com que essas substancias sejam facilmente degradadas no
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trato gastrintestinal do homem ¢ animais. muitas vezes

perdendo sua toxicidade.'?

Conclusao

) O extrato bruto produzido por Bacilius
amyloliquefaciens apresentou concentragio protéica frente
ao comportamento dose-resposta nos ensaios de atividades
antimicrobiana e hemolitica, haja vista que com o aumento
na concentragio de proteinas do extrato bruto, observou-se
também um acréscimo nas atividades antimicrobiana e
hemolitica. As concentragdes de proteina responsdveis por
50% da atividade antimicrobiana e hemolitica mdxima
foram de 22,54 e 20,88 pg (de proteina), respectivamente,
sugerindo que a substincia antimicrobiana presente no
extrato bruto seja relacionada, também com a atividade
hemolitica.

SCHULZ, D.; PEREIRA,M.A.; NUNES, M.M.; BATISTA,
C.R.V. Antimicrobial and hemolytic activity of crude extract
produced by Bacillus amyloliquefaciens. Alim. Nutr.,
Araraquara, v. 15, n. 2, p. 115-117. 2004.

B ABSTRACT: The antimicrobial and hemolytic activity
of the crude extract of Bacillus amyloliquefaciens was
evaluated to be used as food preservative. This activity
was standardized by the measure of proteins: which
wis quantified by the hemolysis and inhibition zone of
the growth of Listeria monocyiogenes NCTC 098630.
Results of this study showed that the concentration
responsible for 50% of the antimicrobial and hemolytic
activity was relatively close: 22,54 and 20.88 pg of
protein, suggesting that antimicrobial substance present
in the crude extract is also connected with the hemolytic
activity.

B KEYWORDS: Antimicrobial activity: hemolytic activi-
ty: Bacillus amyloliquefaciens.

Referéncias bibliograficas

1. BATISTA, C. R. V. Studies on the cultural properties
of smooth and rough forms of Listeria monocytogenes
and on anthagonistic interaction with Bacillus
amyloliquefaciens. 1993. 157 f. Tese (Doutorado),
University of Strathclyde. Glasgow, 1993.

2. BONELLI, R. R. Extragio e caracteriza¢io de uma
substiincia antimicrobiana produzida por Bacillus
amyloliquefaciens. 2001. 54 f. Dissertagdo (Mestrado).

Alim. Nutr.. Araraquara. v. 15. n. 2. p. 113-117, 2004

151

Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis,
2001.

. CLEVELAND, J. et al. Bacteriocins: safe, natural
antimicrobials for food preservation. Int. J. Food
Microbiol., v. 71, p. 1-20, 2001.

4. FERMANIAN, C. F.; WONG, A. C. L. Improved in vitro
detection of hemolysin BL from Bacillus cereus. Int. J.
Food Microbiol., v. 57, n. 2, p. 1-8, 2000.

5.JACK,R. W.; TAGG, J. R.; RAY, B. Bacteriocins of gram-
positive bacteria. Microbiol. Rev., v. 39, n. 2, p. 171-
200, 1995.

6. JAY, J. M. Modern food microbiology. 6" ed. London:
Aspen Publ., 2000. 620p.

7. KEROUANTON, A. et al. Comparison of five typing
methods for the epidemiological study of Listeria
monaocytogenes. Int. J. Food Microbiol., v. 43, n. 1-2,
p. 61-71, 1998.

.MORENO, L et al. Efeito e modo de agiio das bactericinas
produzidas por Lactococcus lactis subsp. lactis ITTAL
383, ATCC 11454 ¢ CNRZ 150 contra Listeria innocua
LIN 1. Ciénc. Tecnol. Alim.,v. 19, n. 1. p.23-28,1999.

9. MORENO, L; LERAYER, A. L. S.; LEITAO, M. EF.
Detection and characterization of bacteriocin-producing
Lactococcus lactis strains. Rev. Microbiol., v. 30, n. 2,
p. 130-1306, 1999.

10. PEDERSEN, P B. ctal. Cytotoxic potencial of industrial
strains of Bacillus sp. Regul. Toxicol. Pharmacol..
v. 36, p. 155-101, 2002.

[1. PERO J.; SLOMA., A. Proteases. In: SONENSIHEIN.
AL HOCHE. J. A LOSICK, R (EdL). Bacillus subtilis
and other gram-positive bacteria. Washington, D.C.,
American Society. 1993, p. 939-952.

12, PIARD, J. C. ¢t al. Purification and parcial
characterization of lacticin 48 1. a lanthionine-containing
bacteriocin produced by Lactococeus laetis subsp lactis
CNR 481. Appl. Environ. Microbiol., v. 58, p. 279-
284. 1992,

13. SAMELIS. J.: METAXOPOULOS, J. Incidence and
principal sources of Listeria spp. and Listeria
monocytogenes contamination in processed meats and a
meat processing plant. Food Microbiol., v. 16, n. 5.
p. 465-477, 1999.

14. SCHULZ, D. Caracterizagio parcial do extrato bruto
produzido por Bacillus amyloliquefaciens e ensaios
preliminares de citotoxicidade. 2003. 68 f. Dissertagio
(Mestrado). Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianépolis. 2003.

15. SCHULZ, D. Isolamento e caracterizagio da substincia
antimicrobiana produzida por Bacillus
amyloliquefaciens. In: SEMINARIO DE INICIAGAO
CIENTIFICA DA UFSC, 10.. 2000, Floriangpolis.
Anais... Canoas: Salle, 2000. p. 406.

(o8

oo

117



152

APENDICE B

SCHULZ, D.; SIMOES, C. M. O.; FROHNER, C. R. A.; GABILAN, N. H.; BATISTA,
C. R. V. Citotoxicidade do extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens frente a
hemacias de carneiro e células VERO. Alimentos e Nutricao, Araraquara, v. 16,
n. 2, p. 145-151, 2005.



AN 4+ Alim. Nutr., Araraquara
/ / \ s v 16,002, p. 145-151, abr/jun. 2005

153

ISSN 0103-4235

CITOTOXICIDADE DO EXTRATO BRUTO DE Bacillus
amyloliquefaciens FRENTE A HEMACIAS DE CARNEIRO
E CELULAS VERO*

B RESUMO: Avaliou-se a citotoxicidade do extrato bruto
de Bacillus amyloliquefaciens contra hemiicias de
carneiro e ¢élulas Vero. O extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens foi obtido por téenicas de
precipitagiio, centrifugagio, didlise e esterilizagiio por
filtragiio. O extrato bruto apresentou uma concentragio
hemolitica 50% em tubos na concentragio de 11,43 1g
de proteina numa suspensio de eritréeitos de carneiro
¢ uma concentragiio citotdxica 50% na concentragio
de 32,14 pg de proteina em células Vero. Os resultados
obtidos indicam que o extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens apresentou efeito citotoxico tanto
contra hemdcias de carneiro como em células Vero.

B PALAVRAS-CHAVE: Bacillus amyloliquefaciens:
antimicrobianos; citotoxicidade.

Introduciio

O uso de bioconservadores em alimentos tem sido
amplamente difundido e, desde os anos 50 ¢ relatada a
capacidade de virias espéeies bacterianas, inclusive
Bacillus, produzirem substincias com atividade
antimicrobiana, como: subtilisinas, proteases. enzimas
bacterioliticas, bacteriocinas, dentre outras.® ' 117

Os bioconservadores podem significar seguranga
para o consumidor, economia ¢ uma alternativa na
conservaglio de alimentos para as inddstrias."

Um dos métodos para o controle de microrganismos
patogénicos em alimentos consiste na adi¢io de
bacteriocinas. As bacteriocinas sio proteinas ou peptideos
de origem bacteriana capazes de inibir cepas ou espécies
que sidio, geralmente, taxonomicamente relacionadas a
bactéria produtora. O mecanismo de agiio das bacteriocinas
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sobre células vegetativas nio estd totalmente esclarecido,
mas envolve a¢lio sobre a membrana celular, pela formagio
de poros. Atualmente, muitas bacteriocinas tém sido isoladas
de bactérias do género Bacillus. Algumas bacteriocinas de
alto peso molecular incluem enzimas extra-celulares
bacterioliticas (hemolisinas) que podem mimetizar as
atividades fisioldgicas das bacteriocinas. Muitas dessas
hemolisinas pertencem a familia das citolisinas tiol-ativas,
que € um grupo proeminente de toxinas microbianas. Virias
espéceies do género Bacillus sio produtoras dessas
hemolisinas as quais siio citotdxicas e provocam a lise tanto
de células cucariontes quanto de procariontes pela formagio
de poros na membrana.® 1Y

Batista' verificou que Bacillus amyloliquefaciens
produz uma substincia capaz de inibir o desenvolvimento
de Listeria monocytogenes. Assim podemos afirmar que
Bacillus amyloliquefaciens tem atividade antimicrobiana.
De acordo com os resultados obtidos, a inibigio ndo parece
serdevida a produgiio de deidos ou peréxido de hidrogénio,
tampouco d exaustio de nutrientes. Em continuidade a esses
estudos, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
citotoxicidade do extrato  bruto de  Bacillus
amyloliquefaciens contra hemicias de carnciro e células
Vero, baseado em seu perfil protéico, com intuito de utilizd-
lo como um conservador natural de alimentos.

Material e métodos
Dosagem de proteinas do extrato bruto
O extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens foi

obtido por técnicas de precipitagiio de proteinas, centrifugagao,
didlise e esterilizagio por filtragio conforme Figura 1.2

* Parte da Dissertagio de Mestrado do primeiro autor. em 2003. no curso de Mestrado em Ciéncia dos Alimentos - Centro de Ciéncias
Agririas - Universidade Federal de Santa Catarina - Florianépolis - SC - Brasil. Trabalho elaborado com auxilio financeiro da CAPES,
sob a forma de Bolsa de Mestrado e dos departamentos MIP, CAL e BQA da Universidade Federal de Santa Catarina.

“* Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - Centro de Ciéncias Agrdrias - Universidade Federal de Santa Catarina - 88034-

001 - Floriandpolis - SC - Brasil.
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Ativar a cultura estoque de Bacillus amylaliquefaciens em caldo triptona de soja
suplementado com extrato de levedura (TSB-YE)
ﬂ 35°C por 24h
Inocular 6 tubos contends 10mL de TSB-YE cada com 0,1mL da cultura de Bacilius
amyloliquefaciens

ﬂ 35°C por 24h
Centrifugar o caldo de crescimento a700zg por 30min
I[Eliminar o precipitado
Adicionar, ao sobrenadante, cristais de’sulfato de aménio até 20% de saturagdo (3,62g)

Deizar emrepounso a 4°C por 1h para precipitagido de proteinas

Centrifuzar a suspensdo a 700:g por 30 min

ﬂ Eliminar o sobrenadante
Ressuspendsro precij;xtado em 10mL de tampdo PES

Dialisar o material ressuspense em membrana de didlise de 3,5kDa, contra 1L de tampds
PBS substituindo este apss 2 ¢ 15h de didlise com dgua destilada e na quarta didlise (apés
20h do infcio desse processeo) utilizar 1L de
tamp3c PBS por 4h

ﬂ24h em refrigeragdo

Esterilizar o material dialisado através de membrana (0,22ptm)

Eztrato bruto

FIGURA 1 - Fluxograma do processo de obtengiio do extrato bruto de Bacillus

amyloliguefucions.

Para os testes em hemideias de carnciro o extrato bruto
foi extraido em tampio PBS ¢ para os testes em células
Vero o extrato bruto foi extraido emvigua, Foram feitas virias
extragoes ¢ a mistura delas deu origem a pools que foram
concentrados por liofilizagio.

A padronizagio do teste de atividade citotdnica do
extrato bruto de Bacillus amyliguefaciens toi realizada pela
determinagiio da concentragiio de proteinas utilizando o Kit
de Ensaio para Dosagem de Proteinas Totais (Analisa
Diagndstica - Método de Biureto) por comparagio com
padrio de albumina de soro bovino (BSA). A leitura foi
feita em espectrofotémetro (Micronal B382) a 545 nm.

A¢iio citotoxica do extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens contra hemacias de carneiro

A agiio citotoxica do extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens contra hemiicias de carneiro foi realizada
pela téenica de hemdlise em tubos contendo sangue de
carneiro desfibrinado (Newprov) ao qual foi adicionado
extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens em diferentes
concentragdes de proteina. Inicialmente, os eritrécitos foram
separados do plasma, lavando o sangue 3 ou 4 vezes, até a

auséncia de hemdlise com tampiio PBS. A cada lavagem, 0

sangue foi centrifugado a 420 x g por 10 min. Uma
suspensdo de eritrdcitos (3%) foi preparada e padronizada
para quando em hemdlise total, apresentar uma absorbincia
aproximada de 0,600 em 540 nm. Cem microlitros (100
HL) da suspensio de eritrécitos foram incubados com

diferentes concentragoes do extrato bruto ¢ nisina comercial
(Nisaplin) em Banho-Maria a 37°C por 30 min. Para o
estudo foram utilizados 12200 6080100 120 155 18: 20; 30;
40: 60: 80 ¢ 100 pl. do extrato bruto em tampio PBS
contendo ©; 2 4065 80 105 120 150 18; 202 30: 40: 60: 80 ¢
100 pg de proteinas, respectivamente. A atividade hemolitica
do extrato bruto foi comparada com a nisina comercial
(Nisaplin). por ser essa a tnica bacteriocina utilizada
comercialmente na conservagio de alimentos. A partir de
uma solugiio estoque de Nisaplin contendo 1000 pg de
nisin/mL em tampdo PBS foram utilizados 1: 2 4; 6: 8:
10 122 15: 18; 20; 30; 40; 60; 80 ¢ 100 uL contendo 1: 2:
4; 6; 8; 10; 12; 15; 18; 20; 30; 40; 60: 80 e 100 pg de
nisina, respectivamente. Ao final do tempo de incubugio,
800 pL de tampio PBS foram adicionados e as amostras
foram centrifugadas a 420 x g por 10 min. As absorbincias
dos sobrenadantes que indicam a quantidade de
hemoglobina liberada foram lidas em espectrofotdmetro a
540 nm.?

Determinagiio de unidade hemolitica (UH)

Diferentes concentragdes de proteinas do extrato
bruto (1; 2; 4; 6; 8; 10: 12; 15; 18; 20; 30: 40; 60; 80 ¢ 110
pg de proteinas) foram testadas sobre uma suspensio
eritrécitos de carneiro a 3% e a atividade hemoli
determinada em porcentagem de hemélise. Curva de
concentragiio (1g de proteina e nisina) versus porcentagem
de hemdlise foi construida e a concentragdo das amostras



(extrato bruto e nisina) necessiria para produzir 50% de
hemolise, conhecida como concentragio hemolitica 50%
ou concentragao efetiva 50% (EC,,), correspondeu a uma
unidade hemolitica (1 UH). Foram utilizados 25 pul. de SDS
0,1% v/v para obter 100% de hemdlise.®

Ac¢lio citotoxica do extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens contra células Vero

A agdo citotoxica do extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens foi investigada através do ensaio
colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT - [3-(4.5-
dimetiltiazol-2-11)2,5-difenil brometo de tetrazolium)). Esse
ensaio visa quantificar as células renais vidveis que sio
capazes de metabolizar o MTT a um composto denominado
formazan e, assim, obter informagdes sobre a citotoxicidade.
A atividade citotoxica do extrato bruto contra células Vero
foi comparada com a nisina comercial (Nisaplin), por ser
essa a Unica bacteriocina utilizada comercialmente na
conservagdo de alimentos. O ensaio colorimétrico com MTT
foi realizado segundo Takeuchi; Baba e Shigeta®, com
algumas modificagdes propostas por Sicuwerts etal.”!, onde
as células renais de macaco verde africano (linhagem de
células Vero, ATCC-CCL 81, que sdo culturas continuas de
fibroblastos de Cercopithecus acthiops) foram cultivadas
no meio 199 (Sigma), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB - Gibco BRL) ¢ 100 unidades por mililitro
(U'mL) de estreptomicina/penicilina/fungizona (Gibeo
BRL), sendo incubadas a 37°C por 24 I, 5% de CO, ¢ 93",
de O,. Para manutengdo das células for utilizado somente
1.5% de SFB.

As cclulas foram cultivadas em placas de 96
cavidades (2x10" c¢lulas’100 pl/cavidade). Apos 24 h de
incubagdo em estufa a 37°C, §% de CO, ¢ 95% de O.. os
tapetes celulares estavam confluentes. O meio de cultura
da placa foi descartado por aspiragio. Em scguida adicionou-
se a essa 200 pL. do meio 199 sem SFB, contendo o extrato
bruto ou a nisina comercial (Nisaplin). Para o estudo foram
utilizados 1; 3; 10; 30; 60; 80 e 100 pL do extrato bruto
(liofilizado) em meio 199 sem SFB contendo 1; 3; 10; 20;
60: 80 e 100 pg de proteinas, respectivamente. A partir de
uma solugdo estoque de Nisaplin contendo 1000 pg de
nisina’'mL em meio 199 sem SFB foram utilizados 1; 3; 10:
30; 60; 80 e 100 pL contendo 1; 3; 10; 30; 60; 80 e 100 ng
de nisina, respectivamente. Em seguida, as placas foram
incubadas durante 4 dias, em estufa a 37°C, 5% de CO, e
93% de O:. e no quarto dia, o meio de cultura da placa foi
descartado por aspiragio. Em seguida, foram adicionados
50 pL da solugio do MTT (1,0 mg/mL em meio 199). em
todas as cavidades das placas, e essas foram incubadas a
37°C por 4 h. Apds incubagio, o meio mais MTT foi
removido de cada cavidade, cuidadosamente, sem danificar
as células e 100 pL de DMSO (Dimetilsulfoxido - Merck)
foram adicionados, em todas as cavidades, para solubilizar
o formazan. Em seguida, as placas foram agitadas,
levemente, a temperatura ambiente, por 7 min, para que
todo o formazan fosse solubilizado, sendo posteriormente
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lidas a 540 nm em leitor tipo Elisa (Bio-Tek, EL 800).

As porcentagens de viabilidade celular foram
calculadas em relagdo aos controles celulares. Os valores
da concentragdo citotoxica 50% em células Vero (CC,))
foram calculados a partir das porcentagens de células vidveis
emrelagdo aos controles celulares, por andlise de regressdo.

A disposigio da placa de 96 cavidades utilizada para
a determinagdo da citotoxicidade do extrato bruto e da nisina
comercial ¢ mostrada na Figura 2.

€1 ¢c2 (€3 c4 c5 ¢c6 C7

'V/*,vmmr\.lcs celulares, (") =branco (_‘\) sen invsulagio. () = A-D=extrato bruno

O =E-H=piina. C1-CT-dilerentes conventragdes dos matenais-teste

FIGURA 2 - Disposigio da placa de microtitulagdo utilizada
para determinagdo da citotoxicidade do extrato bruto
de Bacillus amyloliquefaciens ¢ nisina comercial
(Nisaplin). em células Vero. As condentragoces variaram
de 100 pg (Chy a 1 ng (C7).

Anilise estatistica

Os valores obtidos nos ensaios foram submetidos a
analise de regressdo linear e nio linear e fungdo exponencial,
utilizando o programa SAS®, versdo 6.12 (Copyright©
1989-1996, SAS Institute Inc, Cary, NC 27513, USA). Os
g¢raficos foram plotados utilizando o programa Microsoft®
Excel 2000, versio 9.0.2812. O teste de separagio de médias
utilizado foi o teste F ao nivel de significancia de 5%. As
equagoes ajustadas foram utilizadas para calcular a
concentragio responsavel por 50% da atividade maxima
obtida nos ensaios.

Os resultados do ensaio de atividade hemolitica em
tubos para o extrato bruto de Bacillus amyloliquefacicns
foram ajustados utilizando regressdo nio linear, através da
seguinte equagdo: Yi= aXi/(b+Xi). Os resultados para a
nisina comercial (Nisaplin) ndo foram ajustados, em fungio
da baixa atividade hemolitica apresentada, nio atingindo
uma resposta de 50% de hemolise em nenhuma das
concentragdes testadas.

Os resultados do ensaio de citotoxicidade em células
Vero para o extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens
foram ajustados utilizando regressio linear, através da
seguinte equagdo: Yi= a+bXi. Os resultados para a nisina
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comercial (Nisaplin) foram ajustados utilizando uma fungdo
exponencial, através da seguinte equagdo: Y= a.b'. Em
fungdo da sensibilidade do leitor Elisa ndo ter sido capaz
de detectar pequenas diferengas entre as absorbincias
obtidas nas menores concentragdes testadas da nisina (1, 3
e 10 pg) e do controle celular (poder discriminatério) ou
outra causa desconhecida, foi realizada a média de todas as
absorbancias, considerando essa a média das absorbancias
do controle celular. Ja para o extrato bruto, foi realizada a
média das absorbancias nas menores concentragdes testadas
(1, 3 e 10 pg) e considerou-se essa como sendo a média das
absorbincias na concentragio de 1pg de proteina. Em
contrapartida, foi realizada a média para as absorbincias
obtidas nas maiores concentragdes (60, 80 pg 100 pg) e
considerou-se essa média como sendo a média das
absorbancias na concentragio de 60 pg de proteinas.

Resultados e discussiio
Dosagem de proteinas do extrato bruto

Os dois pools de extratos brutos, um provenicnte da
mistura de extratos brutos obtidos em tampio ¢ o outro
proveniente da mistura de extratos brutos obtidos em dgua,
apresentaram 611,52 e 491,23 pg de proteinas por ml,
respectivamente. Os dois “pools™ foram liofilizados ¢
ressuspendidos para uma concentragdo final de 1000 pg/
mL. A concentragio de proteina dosada pelo método do
Biureto foi utilizada na padronizagdo da atividade
antimicrobiana do extrato bruto devido a sua praticidade ¢
sensibilidade. Para a nisina, nio foi realizada a dosagem de
proteinas, em fungdo de ser a nisina comercial (Nisaplin);
composta de rico material protéico. A concentragio da nisina
utilizada nos ensaios foi baseada nas informagdes fornecidas
pelo fabricante.

Ac¢io citotoxica do extrato bruto de Bacillus
amyloliguefaciens contra hemacias de carneiro

Para calcular a concentragdo efetiva 50% (EC,))
capaz de hemolisar 50% de uma suspensio a 3% de
eritrocitos de carneiro utilizou-se como referéncia a
concentragdo de proteina do extrato bruto responsiavel por

50% ()\ ,) da atividade hemolitica maxima. A EC, foi
calullada utilizando-se a melhor equagio da reta para o
fendmeno observado. Os resultados observados para o
extrato bruto (nomeado substéincia na legenda dos grificos)
e nisina sdo os dados constatados no laboratério e os
estimados (substincia estimada) sdo os calculados com a
equagdo da reta.

Frente a essas observagdes o extrato bruto mostrou
uma EC_ de 11,43 jig de proteina em eritrocitos de carneiro,
o que corresponde a 1 UH. O extrato bruto apresentou uma
atividade hemolitica de 1,87% e 99,94% numa concentragao
de 1 e 100 pg de proteina, respectivamente. Em
contrapartida, a nisina apresentou uma atividade hemolitica
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de 3,16% e 8,85% numa concentragdo de 1 e 100 pg nisina,
respectivamente. '

Os resultados para o extrato bruto foram ajustados
pela seguinte equagdo: Yi=(107,93Xi)/(13,24+Xi), comum
R2=0,93. Portanto, com uma concentragdo de X, =11,43 ng
do extrato bruto obtemos uma hemélise de 50% Todos os
resultados de atividade hemolitica em tubos para o extrato
bruto e nisina podem ser observados na Figura 3.
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FIGURA 3 - Atividade hemolitica em tubos do extrato bruto
(substincia observada ¢ substancia estimada) ¢ nisina
comercial —Nisaplin (nisina observada) numa suspensio
a 3% de eritrocitos de carneiro incubada a 37°C por 30
min. Os resultados apresentados correspondema média
de trés ensaios independentes, cada um em triplicata.

Analisando os resultados de atividade hemolitica,
podemos constatar que o extrato bruto na concentragdo de
100 pg de proteinas apresentou uma atividade hemolitica
maxima (99,94%) em tubos maior (aproximadamente onze
vezes) do que a nisina (8,85%) na concentragio de 100 pg.

A atividade hemolitica do extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens frente a hemacias de cameiro sugere que
a substincia antimicrobiana presente no mesmo seja
relacionada, também com a atividade hemolitica e que essa
tenha como alvo primario @ membrana citoplasmitica tanto
em células procariontes quanto em células eucariontes. Tal
resultado esta de acordo com o observado pela substancia
antimicrobina e hemolitica linenscina produzida pelo
Brevibacterium linens OC2.3

Acio citotéoxica do extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens contra células Yero

Para calcular a CC,; utilizou-se como referéncia a
concentragdo de proteina do extrato bruto responsivel i
50% (X,,) da atividade citotoxica maxima. A CC_ fui
calculada utilizando-se a melhor equagio da reta pam o
fendmeno observado. Os resultados observados para o




extrato bruto (nomeado substincia na legenda dos grificos)
e nisina sdo os dados constatados no laboratério e os
estimados sio os calculados com a equagio da reta.

O extrato bruto e a nisina comercial mostraram
valores de CC, de 32,14 ug de proteina e 89,73 ug de nisina,
respectivamente. O extrato bruto apresentou viabilidade
celular de 55,58 e 4,54%, nas concentragdes de 30 e 60 ug
de proteina, respectivamente. Concentragdes do extrato
bruto superiores a 60 pg de proteinas nio mostraram
diminui¢do da viabilidade das células Vero. Em
contrapartida, a nisina comercial apresentou viabilidade
celular de 94,73 e 16,36%, nas concentragdes de 30 e 100
ug de nisina, respectivamente.

Os resultados de citotoxicidade para o extrato bruto
foram ajustados pela seguinte equagio: Yi=101,10-1,59Xi,
com um R*=0,99. Portanto, com uma concentragdo de
N, =32,14 ng do extrato bruto obteve-se uma diminuigio
de 50% na viabilidade celular, A citotoxicidade para a nisina
foi calculada pela varidvel Y=100-(Abs.100'0,30765) ¢
ajustada pela seguinte equagio: Y=0,504718.1,0511599%,
com um R*=0,96 (Figura 4). Portanto, com uma
concentragio de N =89,73 pe da nisina obteve-se uma
diminuigdo de 30% na viabilidade celular,
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FIGURA 4 - Cutotoxicidade do extrato bruto (substancia
observada e substancia estimada) e da nisina comercial -
Nisaplin (nisina observada e nisina estimada) em células
Vero. Os resultados apresentados correspondem a média
de trés ensaios independentes, cada um em quadruplicata.

Analisando-se a Figura 4. pode-se constatar, que
as concentragdes do extrato bruto e da nisina comercial
necessdrias para produzir uma diminuigdo em 30% na
viabilidade celular, foramde 32,14 ug proteina para o extrato
bruto e 89,73 ug de nisina para a nisina comercial, indicando
que o extrato bruto ¢ aproximadamente trés vezes mais
citotoxico para as células Vero do que a nisina, nas condigoes
testadas.

A atividade citotoxica mixima nas concentragdes
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de 60 pg de proteina para o extrato bruto e 100 g de nisina
para a nisina comercial (Nisaplin) foramde 95,46 e 83,64%,
respectivamente, ou seja, o extrato bruto apresentou uma
citotoxicidade um pouco maior do que a nisina na maior
concentragdo testada.

E importante salientar que a citotoxicidade
apresentada pelo extrato bruto usado contra hemdcias de
carneiro e células Vero nio foi decorrente do sulfato de
amoénio utilizado no processo de extragdo, haja vista a nio
detecgdo desse sal pelo reagente de Nessler ou pela
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), na forma
de aménia, assegurando que o processo de didlise da
extragiio foi eficaz para sua remogio (dados ndo mostrados).

O sulfato de amaénio utilizado no processo de
obtengio do extrato bruto de Bacillus amyvloliquefucicns
apresenta virios mecanismos de toxicidade em células
animais, causando distirbios no gradiente eletroquimico,
inibindo reagoes enzimaticas (mudangas no pli intracelular)
¢ aumentando a demanda de energia, sendo que essas
alteragdes variam de acordo com as linhagens cclulares.
Células epiteliais de tibulos renais de suinos (JURKAT-
LLC-PK)), tratadas com concentragdes milimolares de
sullato de amanio, apresentaram mudangas signiticativas
na morfologia ¢ no nimero, porém, nio houve interrupglo
no scu crescimento, permitindo um certo grau de
diferenciagio.”

Os resultados sugerem que a citotoxicidade do
extrato bruto também ndo foi decorrente do seu pll pois
apos sua ressuspensio em meio 199, 0 mesmo apresentou
em papel indicador plT 7. Segundo Fermanian & Wong™ ¢
Andreeva et al!, a hemolising BIL produzida por Bucillus
cercus ¢ composta de trés proteinas distintas By L1 e 1.2 as
quais ndo sdo toxicas individualmente, mas quando
combinadas sio hemoliticas,  enterotoxigénicas,
dermonecroticas e citotoxicas para varios tipos de eclulas ¢
tecidos. Os resultados sugerem que a citotoxicidade
apresentada pelo extrato bruto nio necessariamente ¢
causada somente por uma, mas pela associagdo de varias
substdncias presentes no extrato, ndo sendo necessariamente
a substancia antimicrobiana.

A bacteriocina com maior uso comercial '€ a nisina,
porém a seguranga de outras bacteriocinas com potencial
aplicagdo na industria de alimentos tem também sido
avaliada. A pediocina PA-1 foi injetada, tanto em ratos como
em camundongos, e o teste imunolodgico mostrou que a
mesma nio € imunogénica para ambos. Esse peptideo ¢
também susceptivel a protedlise por tripsina e
quimiotripsina.’*

A citotoxicidade da toxina CytK. produzida por
Bacillus cereus. foi avaliada utilizando uma linhagem de
células epiteliais intestinais denominada CACO-2. Nesse
estudo foi constatado que a quantidade de proteina necessaria
para inibir em 50% a sintese de proteinas foi de 16 ng.
sendo aproximadamente 10.000 vezes mais potente que a
B-toxina produzida por Clostridium perfringens, que €
considerada citotoxica e nio citolitica. A atividade da CytK
estd diretamente relacionada com a formagdo de poros na
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membrana das células CACO-2. Os valores obtidos no
estudo foram cinco vezes menores do que os encontrados
utilizando a linhagem de células epiteliais renais Vero.’

Para se obter um resultado mais conclusivo da
toxicidade do extrato bruto de Bacillus amyloliquefacicns,
bem como para comparar com os resultados obtidos in vitro,
faz-se necessario um estudo da toxicidade aguda, sub-
crénica e cronica in vivo, haja vista que a natureza quimica
das bacteriocinas e de varias toxinas faz com que essas
substincias sejam facilmente degradadas no trato
gastrintestinal do homem e animais, muitas vezes perdendo
sua toxicidade."

Segundo Marugg"?, estudos realizados com varias
bacteriocinas indicaram que elas nio sio tdxicas nem
provocam reagdes imunoldgicas e, por isso, possuem grande
potencial como conservadores naturais em alimentos.

Um estudo realizado por Pedersen et al.', que
investigaram o potencial citotéxico de cepas industriais de
Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens e
Bacillus subtilis, concluiu que essas cepas sio seguras para
uso, nido existindo uma correlagio clara entre as toxinas
produzidas por Bucillus cereus e as outras espéeies de
Bacillus estudadas. Scgundo esses mesmos autores, a
atividade proteolitica das proteases produzidas por bactérias
do género Bacillus pode interferir com o ensaio de
citotoxicidade de células de mamiferos pela tripsinizagio
das células em monocamada, produzindo dessa forma um
efeito citotoxico aparente.

Conclusio

O extrato bruto de Bacillus amyvloliquefaciens
apresenta efeito citotoxico tanto contra hemacias de carneiro
como em células Vero e, concentragdes de 11,43 e 32,14 pg
de proteina sdo suficientes para destruir 50% das células,
respectivamente.

Estudos do mecanismo de agio da(s) substincia(s)
antimicrobiana(s) presente(s) no extrato bruto serdo de vital
importancia, bem como estudos in vivo de toxicidade aguda,
subcrdnica e cronica.

SCHULZ, D.; SIMOES, C.M.O.; FROHNER, C.R.A;
GABILAN, N.H.; BATISTA, C.R.V. Citotoxicity of the
crude extract from Bacillus amyloliquefaciens front of
erythrocytes and Vero cells. Alim. Nutr., Araraquara, v. 16,
n. 2, p. 145-151, abr./jun. 2005.

* ABSTRACT: The citotoxicity of the crude extract from
Bacillus amyloliquefaciens against sheep erythrocytes
and Vero cells was evalueted. The crude extract was
obtained from a culture of Bacillus amyloliquefaciens
by technics of precipitation, centrifugation, dyalisis and
sterilization through filtration. The crude extract showed
a 50% hemolytic concentration in tubes of 11,43 g of
protein in sheep erytrocytes suspension and a 50%
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citotoxic concentration of 32,14 pg of protein in Vero
cells. The results suggest that the crude extract from
Bacillus amyloliquefaciens is cytotoxic as much toward
“sheep erythrocytes as in Vero cells.

» KEYWORDS: Bacillus amyloliquefaciens; antimicrobials;
citotoxicity.
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BACTERIOCINAS E ENZIMAS PRODUZIDAS POR
Bacillus spp. PARA CONSERVACAO E
PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS*

B RESUMO: Alguns microrganismos possuem a
capacidade de produzir substincias que podem
influenciar no desenvolvimento de outros
microrganismos. Desde os anos 50 ¢ relatada a
capacidade de virias espécies de bactérias do género
Bacillus de produzir substincias com atividade
antimicrobiana como peptideos, também denominados
de bacteriocinas e enzimas como a subtilisina, subtilina,
as proteases e as termolisinas. Muitos desses peptideos
e enzimas tém sido caracterizados bioquimicamente e
geneticamente. Embora sejam conhecidas, a fungio
estrutural, a biossintese e modo de agiio de alguns
peptideos antimicrobianos e enzimas, muitos aspectos
desses compostos ainda permanccem desconhecidos.
Esse artigo descreve uma revisio sobre as principais
bacteriocinas e enzimas produzidas por Bacillus spp.,
bem como suas aplicagdes em alimentos. Alguns dados
de seguranga de bacteriocinas e enzimas produzidas
por Bacillus spp. também sio relatados.

B PALAVRAS-CHAVE: Bacteriocinas; enzimas; Bacillus
spp.; alimentos.

Introdugao

A contaminagio de alimentos por microrganismos
patogénicos € um problema sério uma vez que, causa grandes
indices de morbidade. Abre-se entdo, a necessidade de se
desenvolver alternativas de conservagio para que aliadas
as tecnologias existentes, seja possivel disponibilizar para
populagdo alimentos de qualidade cada vez melhor e mais
seguros sob o ponto de vista microbioldgico e toxicolégico. ™

Segundo Jack et al.**, a maioria, seniio todas as
bactérias, sdo capazes de produzir vdrias substincias no
curso de seu crescimento in vitro, que podem ser inibitérias
tanto para si quanto para outras bactérias. Essas substincias
poderdo exercer efeito bactericida ou bacteriostitico. Tais
substancias incluem:
® toxinas;

e enzimas bacterioliticas como lisostafina, fosfolipase A e
hemolisinas;

Denys SCHULZ*
Raquel Regina BONELLI#**
Cleide Rosana Vieira BATISTA**

® subprodutos das vias metabdlicas primirias como dcidos
orginicos, amdnia e peréxido de hidrogénio e virios
outros metabdlitos secundirios;

* substincias antibiticas como garamicina, valinomicina
e bacitracina, que sdo sintetizadas por complexos
multienzimdticos (sua biossintese, ao contririo dos
agentes tidos como bacteriocinas, nio € diretamente
bloqueada por inibidores ribossomais da sintese de
proteinas);

* bacteriocinas (siio proteinas antimicrobianas ou
complexos protéicos, usualmente um peptideo, ativos
contra espécies bacterianas).

Do ponto de vista industrial, as bacteriocinas podem
ser uma alternativa muito interessante de agente
antimicrobiano natural para conservagiio de alimentos.
Diante disso, tudo indica que conservadores naturais.
particularmente em adigiio ou combinagiio sinergistica com
outros fatores e técnicas; que jd estio em uso, terio um
papel importante em um futuro préximo, principalmente
se estes agentes tenham nos alimentos a mesma agiio efetiva
verificada em ensaios laboratoriais.*

Conforme demonstrado em estudos sobre nisina
(Lactococcus lactis), pediocina (Pediococcus acidilactici),
subtilina (Bacillus subtilis) e outras, as bacteriocinas de
bactérias Gram-positivas sio formadas, primeiramente,
como precursores com pequena atividade bioldgica. '™ 145

Tradicionalmente, as bacteriocinas sio descritas
como sendo peptideos antimicrobianos produzidos por
bactérias ldticas, porém recentemente vdrios estudos estio
direcionados a produgdo de bacteriocinas por bactérias do
género Bacillus. Frente a essa realidade, essa revisio
descreve as principais bacteriocinas e enzimas produzidas
por bactérias do género Bacillus, bemo como suas potenciais
aplicagdes no processamento e bioconservagio de alimentos.

Bacteriocinas produzidas por Bacillus spp.

Sob a designagdo de bacteriocinas, sio muitas as
substincias extraidas e caracterizadas. Como exemplos de
espécies produtoras tem-se Bacillus subtilis®, Bacillus
thuringiensis®, Bacillus stearothermophilus®, Bacillus

* Trabalho elaborado com auxilio financeiro da CAPES, sob a forma de Bolsa de Doutorado do primeiro autor.
** Departamento de Ciéncia ¢ Tecnologia de Alimentos - Centro de Ciéncias Agrdrias - UFSC - 88034-001 - FlorianGpolis - SC - Brasil.
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licheniformis” e Bacillus megaterium®'. A subtilina,
produzida por Bacillus subtilis ATCC 6633 é a bacteriocina
mais amplamente estudada entre as produzidas por
Bacillus.®® Classificada como lantibidtica, sua estrutura e
mecanismo de aciio sdo semelhantes aos da nisina, produzida
por certas linhagens de Lactococcus lactis.

Dentre os primeiros estudos de bacteriocinas
produzidas por Bacillus spp. destacam-se os seguintes:

. Zheng & Slavik” caracterizaram parcialmente uma
bacteriocina produzida por Bacillus subtilis denominada
bacilocina 22. E uma proteina de peso molecular de 3,4
Kilodaltons (kDa) e perdeu parte de sua capacidade inibitéria
apos eletroforese em poliacrilamida (SDS-PAGE). Trabalhos
de Zheng et al.”? e Klein & Entian? descrevem
determinantes genéticos para sintese e imunidade de duas
outras bacteriocinas de Bacillus subtilis.

. Osciriz et al.’? detectaram e caracterizaram, também
parcialmente, uma bacteriocina denominada de cereina 7
de 3,9 kDa de peso molecular produzida por Bacillus cereus
com amplo espectro de atividade. Outra bacteriocina de 9.0 kDa
de Bacillus cereus foi identificada por Naclerio et al.**. Essa,
por sua vez, possui um espectro limitado de atividade.

. Hyronimus et al.* extrairam de Bacillus coagulans uma
substincia semelhante a bacteriocina. Segundo esses autores,
a coagulina exibiu as caracteristicas cldssicas de uma
bacteriocina (sensibilidade a enzimas proteoliticas,
estabilidade diante de diferentes valores de pH, peso
molecular baixo), mas também apresentou amplo espectro,
sendo ativa contra vdrios microrganismos patogénicos e
deteriorantes.

Recentemente tém sido realizados virios estudos de
isolamento e caracterizagiio de bacteriocinas produzidas por
Bacillus. Dentre esses destacam-se:

. Ahern et al.” caracterizaram a thuricina 439, uma
bacteriocina produzida por Bacillus thurigienses B439. Os
resultados obtidos nesse estudo confirmam que essa
bacteriocina permanece ativa numa ampla faixa de pH e
ndo perde a atividade antimicrobiana quando submetida a
temperaturas superiores a 80°C. Para sua purificagio foram
utilizadas vdrias técnicas cromatogrificas, resultando em
dois peptideos com a mesma seqiiéncia N-terminal, mas
com massas moleculares diferentes. Adicionalmente, Cherif
et al.'” constataram que Bacillus thuringiensis ssp.
entomocidus HD9 produz uma bacteriocina denominada de
entomocina 9 ativa contra Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa e virios fungos. Essa bacteriocina
manteve 72% de sua atividade antimicrobiana quando
incubada a 121°C por 20min. E estdvel na faixa de pH de 3
a 9, perde sua atividade quando tratada com proteinase K,
apresenta um peso molecular aparente de 12,4 kDa e ndo €
toxica para células Vero. Na pesquisa ndo se verificou a
presenca de genes de viruléncia, incluindo hemolisina BL,
enterotoxina nao hemolitica e citotoxina K.

. Martirani et al.** detectaram e caraterizaram a bacillocina
490 produzida por Bacillus licheniformis. Essa bacteriocina
€ inativada quando tratada com pronase E e proteinase K.
Apresentou um peso molecular de 2 kDa e foi ativa contra
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Bacillus smithii.

. Garcia et al.*? constataram que a enterocina EJ97
produzida por Enterococus faecalis S-47 é fortemente ativa
contra Bacillus coagulans CECT 12 em pH 7. Segundo esses
autores, essa bacteriocina diminui a atividade em pH 5 e
apresenta baixa atividade em pH 9. Sua atividade foi
fortemente potencializada por nitrato de sédio em
concentragdes superiores a 50pug/mL.

. Pattnaik et al.* estudaram o efeito de fatores ambientais
na produc¢do da lichenina, um composto codificado
cromossomicamente como uma bacteriocina, produzido por
Bacillus licheniformis 261L.-10/3RA, isolado do rimen de
bufalo. Segundo esse estudo, a lichenina representa o
primeiro composto antibacteriano de amplo espectro
expresso em anaerobiose e efetivo somente em condigdes
de anaerobiose, sendo codificada pelo DNA cromossdmico.
Resultados obtidos pelos autores podem ser utilizados para
a produgiio da lichenina em larga escala, com potencial
aplicagio na manipulagio da fungio do riimen com o
propésito de melhorar a produtividade dos ruminantes.

. Cladera-Oliveira et al.'! constataram que a metodologia
estatistica de superficie de resposta pode ser empregada para
otimizar a produg¢io de bacteriocinas por Bacillus
licheniformis P40. O soro de leite proveniente do queijo foi
utilizado como meio para testar por superficie de resposta
as varidveis temperatura, pH inicial e concentragio de leite.
A andlise estatistica dos resultados demonstrou que todas
as varidveis estudadas tiveram um efeito significativo na
produgiio da bacteriocina. Dados da superficie de resposta
demonstraram produgio mdxima de bacteriocina nos pHs
iniciais de 6,5 ¢ 7,5 e temperatura entre 26 e 27°C quando
a concentragdo do soro de leite do queijo foi 70 g.L"!.

. A utilizagdo de bactérias do género Bacillus como
biocontroladores de fitopatdgenos e patdgenos humanos tém
sido bastante pesquisada recentemente, haja vista que virias
espécies desse género siio responsiveis pela produgido nio
s de bacteriocinas, mas também de antibidticos peptidicos
antifingicos e antibacterianos. Um exemplo desses
compostos € a iturina A, produzida por Bacillus
amyloliquefaciens B94 utilizada no controle do fitopatdgeno
Rhizoctonia solani, responsdvel pela redugio no rendimento
da produgio de soja. Outro exemplo desses compostos sio
as maltacinas, também pertencentes ao grupo de antibidticos
peptidicos ciclicos de Bacillus subtilis, sendo ativos contra
determinados patdgenos humanos como Candida albicans,
Thricophyton mentagrophytes e Aspergillus fumigatus.*® ™
. Kim & Chung® caracterizaram uma potente proteina
antifingica isolada de uma cepa de Bacillus
amyloliquefaciens MET0908, proveniente do solo. A
protefna isolada por cromatografia de filtragio em gel
apresentou na eletroforese em poliacrilamida (SDS PAGE)
um peso molecular aparente de 40 kDa. A proteina isolada
€ estdvel a 80°C por 20 min e apresentou um amplo espectro
de atividade antifingica contra fungos fitopatogénicos
Anilises por microscopia mostraram que a proteina atua
na parede celular do fungo Colletotrichum lagenarium,
responsdvel pela doenga antracnose que afeta melancias. A



seqiiéncia aminoacidica N-terminal da proteina purificada
também foi determinada, sendo Ser-Lys-lle-x-Ile-Asn-Ile-
Asn-lle-x-Gln-Ala-Pro-Ala-Pro-x-Ala. A pesquisa da
seqiiéncia no programa NCBI BLAST demonstrou que a
proteina purificada ainda nao havia sido identificada.

Enzimas produzidas por Bacillus spp.

De acordo com Abate et al.', o género Bacillus é a
maior fonte industrial de enzimas e Bacillus
amyloliquefaciens ¢ uma das espécies mais amplamente
utilizadas para a producio de c-amilase e proteases.

Bactérias utilizadas para produgio comercial de a-
amilase foram originalmente isoladas e nomeadas Bacillus
amyloliquefaciens.*” Esse mesmo autor comenta que apesar
de ser eventualmente confundido com Bacillus subtilis, sio
baixos os niveis de homologia entre as seqiiéncias de DNA
dessas duas espécies e também as amilases que produzem
possuem diferentes propricdades.® ® Essa homologia (ou
falta dela) nas seqiiéncias de DNA foram confirmadas por
outros autores.® Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus
subtilis possuem, em média, de 17 a 36% de homologia;
Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus licheniformis, 9 a
17%. Assim, Bacillus amyloliquefaciens foi estabelecida
como espécie gendmica. Estudos subsegiientes revelaram
que vdrias caracteristicas fenotipicas como fermentagao de
lactose, utilizagdo de gliconato e secregio de DNAse e
carboximetilcelulase sdo capazes de prontamente distingui-
lo de Bacillus subtilis.®

A c-amilase  produzida por Bacillus
amyloliquefaciens possui peso molecular aparente de 50 kDa,
¢ ¢estdvel em pH de 5.5 2 9,0 ¢ em temperaturas de até 80-
90°C. Sua biossintese ¢ controlada tanto pela indugiio por
substratos quanto pela repressio de catabdlitos. E produzida
no final da fase de crescimento exponencial e no comego da
fase estaciondria. Apresenta-se como enzima extracelular ¢
somente pequenas quantidades dela permanecem ligadas a
célula.®®

Abate et al.' relataram caracteristicas interessantes
do Bacillus amyloliquefaciens com relag@o A sua curva de
crescimento e produgio de enzimas. Segundo eles, a
presenga de extrato de levedura aumentou
significalivamente o crescimento desse microrganismo no
meio de cultura utilizado. Em co-cultura com Zimomonas
mobilis, observaram uma diminui¢@o nos valores detectados
de etanol, o qual estaria, provavelmente, sendo utilizado
pelo Bacillus amyloliquefaciens, uma vez que essa bactéria
pode crescer em meio contendo etanol como tinica fonte de
carbono. Quanto & produgio de a-amilase, foi possivel
detectd-la no inicio da fase de crescimento exponencial e a
adigdo de extrato de levedura aumentou muito a quantidade
produzida e a atividade especifica dessa enzima (unidades
de enzima/grama de biomassa). Contudo, a produgio de
proteases também foi aumentada, levando a inativagio da
a-amilase depois de 24 horas; no final da fase exponencial.
Mamo & Gessesse*? destacaram ainda a influéncia que a
disponibilidade de oxigénio, pH e a fonte de nitrogénio
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podem exercer sobre a producdo desta enzima.

De maneira geral, as bactérias possuem virios
sistemas que as permitem controlar a secregao de enzimas.
Simonen & Palva®® publicaram uma revisdo bibliogrifica
sobre secre¢d@o de proteinas por espécies de Bacillus, onde
discorrem sobre estruturas e mecanismos envolvidos na
liberagdio (por exemplo, peptideos sinalizadores e Complexo-
S) e que influenciam na producdo e no préprio processo
secretorio dessas substincias (como protedlise, estrutura de
parede celular e mecanismo feedback, entre outros).

Segundo Jack et al.’?, as bacteriocinas termoldbeis
de alto peso molecular (classe III de Klaenhammer - >30
kDa) incluem muitas enzimas extracelulares bacterioliticas
(hemolisinas e muramidases) que podem mimetizar as
atividades fisiolégicas das bacteriocinas. Algumas
hemolisinas sio um grupo de proteinas também pertencentes
a familia das citolisinas tiol-ativas, que é um grupo
proeminente de toxinas microbianas, na qual a estreptolisina
O (SLO) € o protétipo. Os membros deste grupo envolvem
mais de 20 espécies de bactérias Gram-positivas, incluindo
espécies do género Bacillus, Listeria, Clostridium e
Streptococcus. Essas toxinas silo sintetizadas como
polipetideos hidrossoliveis de cadeia simples, com peso
molecular de 47 a 60 kDa e provocam a lise de células
eucariontes pela formagdo de poros na membrana. Muitas
dessas citolisinas possuem também efeito antimicrobiano.®®

Batista® verificou que Bacillus amyloliquefaciens
produz uma substincia capaz de inibir o desenvolvimento
de Listeria monocytogenes. Segundo conclusdes desse
estudo, a inibigdo nio parece ser devida a produgio de dcidos
ou peréxido de hidrogénio, tampouco a exaustio de
nutrientes, havendo a possibilidade de que a substancia
antimicrobiana seja uma bacteriocina.

Em continuidade aos estudos realizados, Schulz®
descreve que o'extrato bruto produzido por Bacillus
amyloliquefaciens ativo contra Listeria monocytogenes
NCTC 098630 mostrou em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE, gradiente 7,5 a 20%) seis bandas com pesos
moleculares aparentes de 14,8, 20, 29, 30, 34 ¢ 56,2 kDa,
sugerindo em conjunto com ensaios adicionais realizados
que o extrato apresenta natureza protéica sendo
provavelmente composto de algumas proteases e enzimas
bacterioliticas.

Schulz® constatou que: (i) é possivel extrair a
substdncia antimicrobiana, presente no extrato bruto
produzido por Bacillus amyloliquefaciens, tanto em dgua
destilada quanto em tampio fosfato; (ii) nos ensaios de
atividade antimicrobiana em dgar triptona de soja
suplementado com extrato de levedura, utilizando Listeria
monocytogenes a 105 UFC/mL como microrganismo
indicador, o extrato bruto apresentou um halo de inibigao
mdximo (raio) de 8,3 mm (profundidade) e 7,5 mm
(superticie) numa concentragiio de 80 pg e 10 pg de proteina,
respectivamente; (iii) em dgar sangue (AS), utilizando
Listeria monocytogenes a 10° UFC/mL como microrganismo
indicador, observou-se que o extrato bruto apresentou um
halo de inibi¢do mdximo (raio) de 4,5 mm (profundidade)
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e 6,6 mm (superficie) numa concentragiio de 80 pge 10 pug
de proteina, respectivamente; (iv) na determinagio da
composi¢ao global de aminodcidos do extrato bruto
constatou-se que esse € composto principalmente de
aminodcidos hidrofébicos (ndo polares), incluindo a prolina
(446,77 ppm), leucina (11,03 ppm), valina (6,27 ppm),
isoleucina (4,59 ppm), alanina (2,91 ppm) e glicina (1,87 ppm).
A quantidade de aminodcidos totais presentes no extrato
bruto foi de 526,59 ppm; (v) em ensaios de citotoxicidade,
o extrato bruto apresentou uma concentragao hemolitica
50% em tubos na concentra¢io de 11,43 pg de proteina
numa suspensiio de eritrécitos de carneiro € uma
concentragdo citotéxica 50% na concentragiio de 32,14 pg
de proteina em células Vero; o halo de hemdlise miximo
(raio) em AS foi de 5,6 mm (profundidade) e 5,7 mm
(superficie) numa concentragio de 80 pge 10 pg de proteina,
respectivamente. O autor sugere estudos adicionais para se
obter um resultado mais conclusivo da toxicidade do extrato
bruto produzido por Bacillus amyloliquefaciens, bem como
para comparar com os resultados obtidos in vitro, faz-se
necessdrio um estudo da toxicidade aguda, sub-cronica e
cronica in vivo.

Cepas geneticamente modificadas de Bacillus subtilis
produziram subtilisina com peso molecular de 28,5 kDa. Essa
subtilisina (Carlsberg) foi primeiramente isolada nos anos
50 de uma cepa classificada como Bacillus subtilis, e
posteriormente reclassificada como Bacillus licheniformis.
A banda aparente de 29 kDa presente no perfil eletroforético
do extrato bruto observada por Schulz® sugere a presenga
de subtilisina, uma vez que Bacillus amyloliquefaciens ¢
taxonomicamente muito semelhante ao Bacillus subtilis e
Bacillus licheniformis. A segunda maior protcase
extracelular de Bacillus subtilis ¢ a protease neutra (30 kDa)
ou metaloprotease (40 kDa). A termolisina produzida por
Bacillus thermoproteolyticus possui um peso molecular de
35 kDa. A banda aparente de 34 kDa presente no perfil
eletroforético sugere a presenga dessa termolisina no extrato
bruto produzido por Bacillus amyloliquefaciens. Além de
proteases extracelulares presentes na cultura de Bacillus
subtilis, virios pesquisadores tém verificado a presenga de
outras serina proteases. Dentre essas, a Bacilopeptidase F
(50 kDa) que possui forte atividade proteolitica. Protease
neutra, subtilisina e Bacillopeptidase F foram as tnicas
proteases extracelulares originalmente detectadas em
culturas de Bacillus subtilis. Uma das menores proteases
isoladas de cepas de Bacillus subtilis modificados foi a
metaloprotease Mpr com peso molecular de 28 kDa. Tanto
o mercaptoetanol, como o EDTA inibem aproximadamente
50% de sua atividade e os dois inibidores juntos inativam a
enzima. Duas das menores proteases extracelulares de
Bacillus subtilis (Epr e NprB) foram primeiramente
descobertas por clonagem dos seus respectivos genes em
plasmidios. O gene epr codifica uma pré-proproteina que
dd origem a uma proteina com peso molecular de 58 kDa.
Duas proteases intracelulares tém sido isoladas da
esporulagiio ou fase estaciondria de células de Bacillus
subtilis. A primeira caracterizada foi a intracelular serina
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protease (ISP) com peso molecular de 31 kDa. Estudos
recentes tém indicado que essa enzima € sujeita a protedlise
durante a purifica¢io e que possui in vivo um peso molecular
de 34 kDa. A banda aparente de 34 kDa presente no perfil
eletroforético sugere a presenca dessa enzima no extrato
bruto produzido por Bacillus amyloliquefaciens™"*’

Segundo Sampathkumar et al.®' todas as cepas
patogénicas de Listeria produzem zona de B-hemdlise em
AS, sendo a Listeriolisina O (peso molecular de 58 kDa)
uma hemolisina, solivel em dgua, produzida por Listeria
monocytogenes. A Listeriolisina O pertence a familia das
citolisinas tiol ativas que € formada de polipeptideos com
pesos moleculares de 47 a 60 kDa e sio liticas para células
eucaridticas pela formagdo de poros na membrana celular.®
Analisando o perfil de proteinas presentes no extrato bruto
produzido por Bacillus amyloliquefaciens Schulz® constatou
uma banda com peso molecular aparente de 56,2 kDa,
sugerindo a presenca dessa substincia nesse extrato, uma
vez que esse também apresentou, em testes preliminares,
uma forte atividade hemolitica em tubos e em AS. Além
desses indicativos, os géneros Bacillus e Listeria sio
considerados taxonomicamente préximos.'

A perda da capacidade inibitéria do extrato bruto
produzido por Bacillus amyloliquefaciens, apés eletroforese,
constatada por Schulz®, pode ser devida a modificagoes na
estrutura da moléeula causada pelo tratamento a que foi
submetido o extrato bruto antes, ou até mesmo durante a
eletroforese, uma vez que a mesma foi realizada em
condigoes desnaturantes.

A maioria dos peptideos de Bacillus contém altas
concentragdes de prolina ¢ glicina, o que confere dobras 3
no final do centro hidrofébico na posigio -5 a =7 do C-
terminal (+1 refere ao aminodcido N-terminal da proteina
madura), sendo suas cadeias peptidicas estabilizadas por
pontes: de hidrogénio. O grupo amino secundirio (imino)
da prolina é mantido numa conformago rigida que reduz a
flexibilidade estrutural nesse ponto da cadeia polipeptidica.
As altas concentragdes de prolina e a presenga de glicina
detectada no extrato bruto produzido por Bacillus
amyloliquefaciens sio um indicativo que as cadeias dos
peptideos que o constituem apresentam conformagdo em
folha . Porém, estudos mais refinados de purificagio do
extrato bruto, bem como o estudo de difragio por raio-X de
cristais desses peptideos isolados e seqiienciados serdo
necessarios para a obtengio de dados mais conclusivos a
respeito da estrutura conformacional desses peptideos, bem
como para explicar a relag@o entre estrutura e atividade.**

Aplicacio de enzimas e bacteriocinas na conservacio e
processamento de alimentos

Com a emergéncia de microrganismos psicréfilos em
alimentos, o desenvolvimento de novas tecnologias ¢ «
procura dos consumidores por alimentos naturais. as
bacterocinas e/ou seus microrganismos produtores tém sido
reconhecidos como uma fonte potencial de bioconservadores
para alimentos.*’



A atividade das bacteriocinas no alimento pode ser
afetada por diversos fatores, como por exemplo:

e mudanga na solubilidade e na carga eletrostética;
ligagdo aos componentes do alimento;
inativagao por proteases;

¢ mudancas na parede ou na membrana celular dos
microrganismos-alvo como resposta a fatores
ambientais.?!

Apesar do grande niimero de trabalhos de pesquisa
sobre a aplicag@o de bacteriocinas em bioconservagdo, o
uso efetivo desses compostos em alimentos ainda é bastante
limitado, particularmente as produzidas por Bacillus spp..
A nisina € a dnica bacteriocina disponivel comercialmente
para conservagio de alimentos. Diversos paises permitem
0 uso de nisina em produtos como leite, queijo, produtos
licteos, tomates e outros vegetais enlatados, sopas enlatadas,
maionese e alimentos infantis. No Brasil, a nisina é aprovada
para uso em todos os tipos de queijo no limite mdximo de
12,5 mg/kg e nosso pais € pioneiro na utilizagido dessa
bacteriocina em produtos cdrneos, sendo permitida a sua
aplicagio na superficie externa de salsichas de diferentes
tipos. O produto pode ser aplicado como solugio comercial
de nisina a 0,02% em solugio de dcido fosférico grau
alimenticio."

De modo geral, a nisina € ativa apenas frente a
bactérias Gram positivas e seus esporos, nio afetando as
Gram negativas, bolores e leveduras. Postula-se que a parede
das bactérias Gram negativas, composta por
lipopolissacarideos e proteinas, atua como uma barreira de
permeabilidade celular, impedindo que a nisina atinja a
membrana citoplasmitica. Contudo, a presenca de agentes
quelantes, pressio hidrostdtica ou injdria celular podem
desestruturar a parede, deixando a membrana celular
exposta a a¢do da bacteriocina. '*

Benkerroum & Sandine* investigaram a utilizagio
de nisina no controle de Listeria monocytogenes ATCC 7644
realizando dois experimentos. O primeiro deles, envolveu
duas séries de 3 amostras cada, contendo uma mistura estéril
de 250g de queijo e 50mL de creme pasteurizado (leite com
12% de gordura) cada uma. A primeira amostra de cada
série foi destinada a adigdo de nisina e Lisreria
monocytogenes, perfazendo uma concentragio final de
2,55x10°Ul/g e 3,5x10° células/g de queijo, respectivamente.
A outra amostra designada de controle positivo teve somente
adigdio da bactéria estudada, enquanto que a terceira delas
serviu como controle negativo. Dessas amostras, uma das
séries foi incubada a 4°C e a outra a 37°C. O segundo
experimento realizado foi diferente do anterior pela nio
esterilizagdo da mistura e pela temperatura de incubagio,
que s6 ocorreu a 4°C. Os resultados revelaram que em ambos
0s casos, com ou sem esterilizagdo, a presenga de Listeria
monocytogenes nao foi detectada depois de 24h nas
condigdes estudadas, permitindo aos autores concluirem que
a adigdo da nisina ndao somente inibiu o crescimento, mas
também eliminou esse microrganismo.

Além da nisina, outras bacteriocinas produzidas por

bactérias ldticas ja foram testadas em alimentos,
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principalmente produtos cdrneos® % e laticinios® >, com
relativo sucesso. '

No entanto, a autorizagdo para que uma dada
bacteriocina seja regulamentada para uso em alimentos
depende dos alimentos nos quais ela serd usada e seu
propésito nos mesmos. O uso de bacteriocinas purificadas,
microrganismos produtores de bacteriocinas, ou expressio
genética de bacteriocinas em microrganismos produtores
de alimentos, nos Estados Unidos estd sob jurisdigio da
Food and Drug Administration (FDA) e sio regulamentados
como ingredientes alimentares sob o Federal Food, Drug
and Cosmetic Act (FFDCA). No FFDCA, as substancias
sdo reconhecidas como seguras (substances generally
recognaized as safe - GRAS) por especialistas qualificados.
A decisdo € baseada em pesquisas cientificas ou no fato de
tais agentes jd estarem presentes historicamente sem
problemas em alimentos.'®

Nos 1ltimos 20 anos, a redugiio no custo e a maior
disponibilidade no mercado de enzimas tem estimulado o
interesse da inddstria na aplicagiio desses catalisadores
biolégicos no processamento de alimentos.®’

Proteases de Bacillus amyloliquefaciens sio muito
utilizadas na produgio de queijos, com intuito de melhorar
0 sabor. Essas enzimas também sio usadas para remover
proteinas aderidas a espinha de peixes, que sdo dificeis de
serem removidas mecanicamente, sendo posteriormente
usadas na fabricagiio de enlatados e sopas. Na inddstria de
panificagiio, as proteases sio usadas na hidrélise parcial do
glitem de farinhas para massas de pies, bolos ¢ biscoitos.?

A subtilisina de Bacilus subtilis vem sendo utilizada
para protedlise de proteinas de soja na produgio de molho
de soja. Além de melhorar a capacidade emulsificante na
produgio de salsichas e mortadelas, as proteinas hidrolisadas
de soja melhoram o sabor de carnes curadas. ®

Além das proteases e subtilisina, produzidas por
Bacillus spp., Hewitt & Solomons? apresentam a o-amilase
de Bacillus amyloliquefaciens como uma enzima de grande
importincia comercial para hidrélise tanto de dextrinas de
alto peso molecular quanto de polimeros de glicose de baixo
peso molecular, utilizada pela inddstria alimenticia.

Esses siio apenas alguns exemplos do potencial de
aplicagio das bacteriocinas e enzimas produzidas por
Bacillus spp. na conservag@o e processamento de alimentos.
Muitas dessas substéincias precisam ainda ser descobertas e
melhor caracterizadas para utilizag¢@o pela inddstria
alimenticia.

Seguranca de bacteriocinas e enzimas produzidas por
Bacillus spp.

Os principais estudos toxicolégicos envolvendo
bacteriocinas relatados até o momento se referem aos testes
realizados para a aprovagdo do uso da nisina como
bioconservador em alimentos. Estudos de toxicidade aguda,
sub-crénica, cronica, de resisténcia cruzada e sensibilidade
alérgica indicaram que a nisina é segura para 0 consumo
humano com uma dose didria aceitdvel (IDA) de 2,9 mg/



408

pessoa/dia."’

Sabendo-se que a nisina ¢ consumida de forma oral,
Claypool et al.'?, realizaram estudos sobre os efeitos dessa
na microbiota oral. A partir desses estudos foi constatado
que um minuto apos o consumo de leite achocolatado
contendo nisina foi possivel detectar apenas 40% de sua
atividade quando comparada ao controle de saliva. Em
contraste, 0 mesmo estudo mostrou que quando o leite
achocolatado tinha penicilina, a saliva apresentava atividade
antimicrobiana por um tempo maior. Outro estudo mostrou
o efeito das enzimas géstricas sobre a nisina; o peptideo
antimicrobiano € inativado pela tripsina e a partir disso
concluiu-se que a ingestdo da nisina ndo interfere sobre a
microbiota gastrintestinal.?’

A bacteriocina com maior uso comercial é a nisina,
mas a seguranga de outras bacteriocinas com potenciais
aplicagdes em alimentos também tem sido avaliada. A
pediocina PA-1(AcH) foi injetada tanto em ratos como em
camundongos e o teste imunolégico mostrou que a pediocina
nao € imunogénica para ambos animais. Esse peptideo é
também susceptivel a protedlise por tripsina e
quimiotripsina.’

Muitos microrganismos do género Bacillus sio tteis,
sendo utilizados na fermentagdo de alimentos. A maior
atividade da fermentagao ¢ a hidrélise de proteinas a
aminodcidos e peptideos. A oxidagdo dos aminodacidos pela
bactéria resulta em aumento do pH e isto leva a produtos,
em algumas culturas, que possuem um odor caracteristico
de aménia.” Por outro lado, algumas espécies também
podem causar deterioragio e toxinfec¢des alimentares.
Bacillus cereus ¢ um patogeno classico, causando sindrome
diarréica ou emética, porém, outras espécies de Bacillus,
incluindo Bacillus subtilis, Bacillus pumilus e Bacillus
licheniformis tém sido relacionadas a enterites seguidas de
ingestio de alimentos contaminados com essas bactérias.**

Contudo, a principal contribui¢ao do género Bacillus
para a industria da-se através da produgdo de uma grande
variedade de enzimas como, por exemplo, fitase®, xilanase®,
ciclodextrinase®, queratinase* e c-amilase®.

Segundo Fermanian & Wong'’, a hemolisina BL
produzida por Bacillus cereus ¢ composta de trés proteinas
distintas B, L1 e L2, as quais nio sdo tdxicas
individualmente, mas quando combinadas sio hemoliticas,
enterotoxigénicas, dermonecroéticas e citotoxicas para varios
tipos de células e tecidos.

A citotoxicidade da toxina CytK, produzida por
Bacillus cereus, foi avaliada utilizando uma linhagem de
células epiteliais intestinais denominada CACO-2. Nesse
estudo foi constatado que a quantidade de proteina necessaria
para inibir em 50% a sintese de proteinas foi de 16 ng,
sendo aproximadamente 10.000 vezes mais potente que a
B-toxina produzida por Clostridium perfringens, que é
considerada citotoxica e nio citolitica. A atividade da CytK
estd diretamente relacionada com a formagdo de poros na
membrana das células CACO-2. Os valores obtidos no
estudo foram cinco vezes menores do que os encontrados
utilizando a linhagem de células epiteliais renais VERO.*
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A natureza quimica das bacteriocinas e de varias
toxinas (hemolisinas) faz com que essas substancias sejam
facilmente degradadas no trato gastrintestinal do homem e
animais, muitas vezes perdendo sua toxicidade.*® Segundo
Marugg", estudos realizados com vérias bacteriocinas
indicaram que elas nio sdo toxicas nem provocam reagdes
imunoldgicas e, por isso, possuem grande potencial como
conservadores naturais em alimentos.

Pariza & Foster™ discutiram os critérios de seguranga
para enzimas industriais usada no processamento de
alimentos, derivadas de cepas melhoradas via metodologias
tradicionais (ndo-recombinantes). Os seguintes pontos foram
analisados: a seguranga da cepa com atengao especial para
o seu potencial toxigénico e patogénico; alergias e irritagdes
primérias; carcinogénese; mutagénese; teratogénese e efeitos
reprodutivos; antibiéticos; produtos de reagdo enzimatica,
interagdes entre enzimas e outros componentes alimentares
¢ efeitos diretos das enzimas alimentares sobre o consumidor.
Segundo esses mesmos autores, a avaliagio de seguranga
de enzimas alimentares comega pelo teste oral de toxicidade
aguda em ratos com dose unica, onde essa deve ser
equivalente ao no minimo 100 vezes a exposigdo humana
média estimada ou no minimo 2.000 mg/kg de peso corporal
conforme diretrizes estabelecidas pela OECD (1987) para
testes em animais. O segundo teste de toxicidade proposto
¢ umestudo da dose oral repetida (14-91 dias) de preferéncia
em ratos, onde o material teste pode ser administrado na
ragio ou via sonda esofigica. A dose minima para esse teste
deve ser ao menos 100 vezes a exposigio média humana
estimada. Além disso, 0s autores recomendam que o material
teste seja testado quanto a presenga de micotoxinas, como
as aflatoxinas, zearalenona, toxina T-2, ocratoxina A e
esterigmatocistina.

Apesar de Pariza & Foster™ questionarem se é
cientificamente justificado e necessario testar novas
preparagdes de enzimas alimentares quanto a atividade
mutagénica, os testes continuam sendo conduzidos, muitas
vezes devido a exigéncias regulamentares em determinados
paises. Vale, portanto mencionar que, os testes de toxicidade
in vitro quanto a agentes mutagénicos e clastogénicos
exigidos para novas preparagdes enzimaticas se mostraram
semelhantes aos determinados por quimica analitica e em
animais. Segundo esses autores, existem trés razdes para
isso: (i) proteinas, incluindo enterotoxinas e neurotoxinas
alimentares produzidas por algumas bactérias nio sio
genotoxicas; (ii) todas as micotoxinas conhecidas, algumas
das quais genotoxicas, também induzem outros efeitos
toxicos em animais de laboratério, facilmente detectaveis
em testes alimentares de curto prazo; e (iii) existem
procedimentos analiticos confidveis para virtualmente todas
as toxinas e micotoxinas protéicas alimentares.

Phelps & McKillip®® investigaram a presenca dos
genes hbIC, hblD, hblA, nhed e nheB e dos operons HBI. ¢
NHE, responsaveis pela produgio de enterotoxinas, em 39
espécies de Bacillus incluindo Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus cereus, Bacillus circulans, Bacillus lentimorbis,
Bacillus pasteurii ¢ Bacillus thuringienses, utilizando a



reacdo em cadeia da polimerase (PCR), ensaios
imunoldgicos e a detecgio em placa de lecitinase e hemdlise.
Os resultados obtidos confirmam a presenca dos genes em
espécies de Bacillus fora do grupo do Bacillus cereus e a
habilidade dessas em produzir toxinas em sistemas
alimentares em aerobiose a 32°C.

Recentemente tém sido realizados virios estudos do
potencial citotéxico de cepas industriais de Bacillus sp.
utilizando ensaios in vitro. Pedersen et al.% investigaram o
potencial citotéxico de Bacillus licheniformis, Bacillus
amyloliquefaciens e Bacillus subtilis em células de 6vério
de hamsters utilizando o ensaio do sal de tetrazolium (MTT)
e ensaios imunoldgicos e concluiram que as espécies de
Bacillus pertencentes ao grupo subtilis sio seguras para
uso industrial.

Conclusoes

Além da conhecida importincia das enzimas
produzidas por Bacillus spp. utilizadas no processamento
de alimentos, as bacteriocinas e enzimas, principalmente
as bacterioliticas, produzidas por algumas espécies desse
género, podem ser uma nova alternativa para inddstria na
conservagdo de alimentos, nio apenas como agentes
antibacterianos, mas também como agentes antifiingicos.

As bacteriocinas, em geral, sio uma das opgdes em
um mosaico de possiveis mecanismos para controlar
bactérias patogénicas e deteriorantes em alimentos. Porém,
€ importante lembrar que as substincias antimicrobianas
dificilmente poderdo substituir as boas priticas de fabricagio
fundamentais para a produgio de alimentos seguros.

SCHULZ, D.; BONELLI, R. R.; BATISTA, C. R. V.
Bacteriocins produzed by Bacillus spp. to conservation and
food processing. Alim. Nutr., Araraquara, v.16, n.4, p. 403-411,
out./dez. 2005.

B ABSTRACT: Some microorganisms are able to produce
substances that can influence the growth of other
microorganisms. The ability of various bacterial species
of the genus Bacillus to produce substances with
antimicrobial activity such as peptides, also called
bacteriocins, and enzymes such as subtilisin, subtilin,
proteases and thermolysins has been reported since the
1950s. Many of these peptides and enzymes have been
characterized biochemically and genetically. Although
the structural function, biosynthesis and mode of action
of some antimicrobial peptides and enzymes have been
identified, many aspects of these compounds are still
unknown. This article reviews the main bacteriocins
and enzymes produced by Bacillus spp., as well as their
application in food conservation and processing. Some
data regarding the safety of bacteriocins and enzymes
produced by Bacillus spp. are also reported..
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'ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO BRUTO DE
Bacillus amyloliquefaciens FRENTE A DIFERENTES
INDICADORES*

BRESUMO: O presente estudo teve como objetivo obter
um extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens, padroni-
zado pela dosagem de proteinas, e quantificar sua ativida-
de antibacteriana pelo halo de inibigio do crescimento de
Listeria monocytogenes NCTC 098630, Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Enterobacter aerogenes ATCC 13048 ¢
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. O extrato bruto de
Bacillus amyloliquefaciens somente apresentou atividade
antibacteriana frente Listeria monocytogenes NCTC
098630. Constatou-se que a concentragiio responsdvel por
50% da mdxima atividade antibacteriana foi 29,22 ¢
do extrato bruto, com um halo de inibigio de aproxi-
madamente 4 umm.

BPALAVRAS-CHAVE: Atividade antibacteriana; Bacillus
amyloliquefaciens; Listeria monocytogenes.

INTRODUCAO

E notério que alimentos, industrializados ou nio,
podem conter uma ampla variedade e quantidade de
microrganismos, que podem interferir em sua vida (til ou
causar doengas. Existem inimeros recursos para eliminar
esses microrganismos ou controlar seu desenvolvimento
nos alimentos, incluindo tratamento térmico, adi¢io de
conservadores quimicos, uso de baixa temperatura durante
0 armazenamento, entre outros. No entanto, a cada dia
aumenta a procura por alimentos naturais, que nio tenham
sido submetidos a nenhum tipo de processamento industrial,
que sejam minimamente processados e que ndo sejam
adicionados de produtos quimicos. Com isso, aumenta também
a preocupagdo dos fabricantes de alimentos em produzir
alimentos que nao necessitem desses procedimentos para
que scjam sauddveis e para que atendam os parimetros de
qualidade e seguranca exigidos pelos consumidores e
fabricantes.> "

Um dos métodos de bioconservagiio para o controle
de microrganismos patogénicos em alimentos consiste na

Denys SCHULZ*
Cleide Rosana Vieira BATISTA**

adigiio de bacteriocinas. As bacteriocinas sdo proteinas ou
peptideos de origem bacteriana capazes de inibir cepas ou
espécies que siio, geralmente, taxonomicamente relaciona-
das & bactéria produtora. O mecanismo de agdo das
bacteriocinas sobre células vegetativas nio estd totalmente
esclarecido, mas envolve a¢lio sobre a membrana celular,
pela formagiio de poros. Atualmente, muitas bacteriocinas
tém sido isoladas de bactérias do género Bacillus.* "

A atividade antibacteriana da célula de Bacillus
amyloliquefaciens contra Listeria monocytogenes foi
demonstrada por Batista' e Schulz." Em continuidade a
esses estudos, o presente trabalho teve como objetivo ob-
ter um extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens e
quantificar sua atividade antibacteriana frente a diferentes
indicadores.

MATERIAL E METODOS
Obtengio do extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens

O extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens foi
obtido por técnicas de precipitagio de proteinas,
centrifugagiio, didlise e esterilizagdo por filtragio conforme
Figura 1.%

A padronizagio do teste de atividade antibacteriana
do extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens foi realizada
pela determinagdo da concentragiio de proteinas utilizando o
Kit de Ensaio para Dosagem de Proteinas Totais (Analisa
Diagnéstica - Método de Biureto) por comparagio com pa-
drao de albumina de soro bovino (BSA). A leitura foi feita
em espectrofotdmetro (Micronal B382) a 545 nm.

Todos os ensaios foram realizados com um pool de
extrato bruto, obtido pela mistura dos extratos brutos extraidos
em tampdo, constituido de 150 mL de extrato bruto. O pool foi
concentrado por liofilizagio para obter as concentragdes
protéicas testadas nesse estudo (Liofilizador Edwards do Brasil).

O processo de didlise foi monitorado qualitativamente
com o reagente de Nessler, objetivando o controle da remogio
de todo o sulfato de aménio utilizado no processo de
precipitacido.®

* Trabalho elaborado com auxilio ﬁnan‘ceiro da CAPES, sob a forma de Bolsa de Doutorado do primeiro autor.
** Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - Centro de Ciéncias Agrérias - UFSC - 88034-001 - Florianépolis - SC - Brasil.
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Ativar a cultura estoque de Bacillus amyioliquefaciens em caldo triptona de soja
suplementado com extrato de levedura (TSB-YE)
\L 35°C por 24h

Inocular um erlenmeyer contendo 450mL de TSB-YE com 4,5mL da cultura de Bacillus
amyloliquefaciens

l 35°C por 24h
Centrifugar o caldo de crescimento a 700xg por 30min
l Eliminar o precipitado

Adicionar, ao sobrenadante, cristais de sulfato de amonio até 20% de saturacao (42,29)

Deixar em repouso a 4°C por 1h para precipitagdo de proteinas

y

Centrifugar a suspens&o a 700xg por 30min
\L Eliminar o sobrenadante
Ressuspender o precipitado em 75mL de agua destilada
Dialisar o material ressuspenso em membrana de didlise de 3,5kDa, contra 5L agua destilada
substituindo esta apds 2 e 18h de didlise e na quarta dialise (apds 20h do inicio desse

processo) utilizar 5L de tampéo fosfato 0,2M pH 7,2 por 4h

24h em refrigeragao

Esterilizar o material dialisado através de membrana (0,22um)

¥

Extrato bruto

Fonte: Schulz,"" com algumas modificagdes.

FIGURA 1 - Fluxograma do processo de obtengiio do extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens.

Triagem da atividade antibacteriana do extrato bruto

Listeria monocytogenes NCTC 098630 foi ativada
em TSB-YE a 35°C por 24 h. Para detec¢io da atividade
inibitéria do extrato bruto foram preparadas placas contendo
dgar Triptona de Soja (Oxoid) suplementado com 0,6% de
Extrato de Levedura (Difco) - TSA-YE que, apés
solidificado, foi inoculado, por semeadura em superficie,
com 0,1 mL de Listeria monocytogenes na concentragio de
10° UFC/mL.

Volumes de 10 pL do extrato bruto foram aplicados
na superficie das placas de TSA-YE. As placas foram dei-
xadas em temperatura ambiente por 30 min para difusio
do extrato bruto no dgar e depois incubado a 35°C por 24 h.
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Ap6s incubagiio foi realizada a leitura para observagao dos
halos de inibicdo. Esta triagem da atividade antibacteriana
do extrato bruto foi realizada a cada extragio para ser em
seguida padronizada pela dosagem de proteinas e posteri-
ormente quantificada nos ensaios de atividade
antibacteriana." **

Quantificacio da atividade antibacteriana utilizando
diferentes indicadores

Dentre os diferentes indicadores foram utilizadas
bactérias Gram positivas (Listeria monocytogenes NCTC
098630, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212) e Gram negativas



(Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium
ATCC 14028, Enterobacter aerogenes ATCC 13048 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027).

A quantificagdo da atividade antibacteriana do
extrato bruto foi realizada utilizando placas de TSA-YE,
previamente inoculadas com 0,ImL de cada microrganismo
indicador na concentragdo de 10°UFC/mL, pela técnica de
difusdo em pogos. Para o estudo foram utilizados 5; 20; 40;
60; 80uL. de uma solugio estoque de 1000ug de proteina/
mL em tampio fosfato 0,2M pH 7,2 contendo 5, 20, 40, 60
e 80pg de proteina, respectivamente. A atividade
antibacteriana do extrato bruto foi comparada com a nisina
comercial (Nisaplin), por ser essa a dnica bacteriocina
utilizada comercialmente na conservagiio de alimentos. A
partir de uma solugio estoque de Nisaplin contendo 1000pg
de nisina/mL em tampio fosfato 0,2M pH 7,2 foram utili-
zados 5; 20; 40; 60; 80 pL contendo 5; 20; 40; 60; 80 ug
de nisina, respectivamente.

Apds inoculagio nas placas foram necessdrios 30min
para difusdo do indculo no dgar. Apds esse periodo as
placas inoculadas foram incubadas a 35°C por 24h. Como
controle negativo utilizou-se tampio fosfato 0,2M pH 7,2.
A atividade antibacteriana foi quantificada pela medida do
raio do halo de inibig¢io utilizando um paquimetro.
Considerou-se como inibi¢io um halo de inibigio superior
4 2 mm de raio na maior concentragiio testada."

Anilise estatistica

Os valores obtidos nos ensaios foram submetidos a
andlise de regressdo nio linear, utilizando o programa SAS,
versio 6.12 (Copyright 1989-1996, SAS Institute Inc, Cary,
NC 27513, USA). O grifico foi plotado utilizando o pro-
grama Microsoft Excel 2000, versio 9.0.2812. O teste de
separagiio de médias utilizado foi o teste F ao nivel de
significincia de 5%. A equagdo ajustada foi utilizada para
calcular a concentragio responsdvel por 50% da mdxima
atividade antibacteriana.

Os resultados dos ensaios de atividade antibacteriana
em placas de TSA-YE do extrato bruto de Bacillus
amyloliquefaciens foram ajustados utilizando regressiio nio
linear, através da seguinte equagio: Yi= aXi/(b+Xi).

Os resultados para a nisina comercial (Nisaplin) no
ensaio de atividade antibacteriana ndio foram ajustados em
fungdo da auséncia de atividade antibacteriana nas concen-
tragoes testadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dosagem de proteinas do extrato bruto

O pool de extratos brutos foi liofilizado e
ressuspendido em tampio fosfato 0,2 M pH 7,2 para uma
concentragdo final de 1000 pg de proteina/mL. A concentra-
¢do de protefna foi utilizada na padronizagio da atividade
antibacteriana do extrato bruto devido A sua praticidade e
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sensibilidade. Para a nisina, ndo foi realizada a dosagem de prote-
fnas, uma vez que é um produto comercial (Nisaplin) composto
de rico material protéico. A concentragio da nisina utilizada nos
ensaios foi baseada em informagaes fornecidas pelo fabricante.

Triagem da atividade antibacteriana do extrato bruto

O pool de extratos brutos apresentou atividade
antibacteriana frente Listeria monocytogenes NCTC
098630, tanto antes quanto apds a liofilizagio.

Quantifica¢io da atividade antibacteriana utilizando
diferentes indicadores

Para calcular a concentragiio de proteina do extrato
bruto responsdvel por 50% (X,)) da mixima atividade
antibacteriana utilizou-se como referéncia a melhor equagio
da reta para o fenbmeno observado. Os resultados observados
para o extrato bruto (substincia observada) e nisina sio os
dados constatados no laboratério e os estimados (substancia
estimada) sdo os calculados com a equagiio da reta.

O extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens somente
apresentou atividade antibacteriana frente Listeria
monocytogenes NCTC 098630. O extrato bruto quando ino-
culado em placas de TSA-YE previamente inoculadas com
Listeria monocytogenes apresentou um halo de inibigio de
1,3 e 8,3 mm numa concentragio de 5 e 80 pg de proteina,
respectivamente. Em contrapartida, a nisina niio apresentou
halo de inibigio em nenhuma das concentragdes testadas.

Os resultados para o extrato bruto inoculado em
profundidade de placas de TSA-YE foram ajustados pela
seguinte equagdo: Yi=18,77Xi/(108,24+Xi), com um
R*=0,94. Portanto, se considerarmos que o halo de inibi¢io
na concentra¢do de 80 pg de proteina corresponde a atividade
mixima, com uma concentragiio de X, =29,22 g do ex-
trato bruto obtivemos uma atividade antibacteriana de 50%
com um halo de inibi¢do de aproximadamente 4 mm. To-
dos os resultados de atividade antibacteriana em profundi-
dade para o extrato bruto e nisina em placas de TSA-YE
previamente inoculadas com Listeria monocytogenes NCTC
098630 podem ser observados na Figura 2.

Halo de inibig&o (mm)
O = N W O N® OO

!

+ Substincia observada

—m - Substancia estmada

—&— Nisina observada

N

20 40 60 20
Concentragdo (ug de proteina)

FIGURA 2 - Atividade antibacteriana do extrato bruto e nisina
comercial (Nisaplin) em placas de TSA-YE incubadas a 35°C por
24 h, utilizando Listeria monocytogenes NCTC 098630 como
microrganismo indicador. Os resultados apresentados correspondem
a média de trés ensaios independentes, cada um em triplicata.
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Analisando os resultados de atividade antibacteriana,
podemos constatar que o extrato bruto quando inoculado
em profundidade em placas de TSA-YE apresentou inibi-
¢io em todas as concentragdes testadas; ao contrdrio da
nisina. Logo, o extrato bruto é mais potente do que a nisina
nas concentragdes testadas, e pode ser considerado um po-
tencial candidato & bioconservador de alimentos.

De modo geral, a nisina ¢ ativa apenas frente a bac-
térias Gram positivas e seus esporos, nio afetando as Gram
negativas, bolores e leveduras. Postula-se que a parede das
bactérias Gram negativas, composta por lipopolissacarideos
e protefnas, atua como uma barreira de permeabilidade
celular, impedindo que a nisina atinja a membrana
citoplasmitica. Contudo, a presenga de agentes quelantes,
pressao hidrostética ou injaria celular podem desestruturar
a parede, deixando a membrana celular exposta a agdo da
bacteriocina.’

Recentemente tém sido realizados virios estudos de
isolamento e caracterizagdo de bacteriocinas produzidas por
Bacillus. Dentre esses destacam-se:

Cherif et al.? constataram que Bacillus thuringiensis
ssp. entomocidus HD9 produz uma bacteriocina denomi-
nada de entomocina 9 ativa contra Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa e virios fungos. Essa bacteriocina
manteve 72% de sua atividade antimicrobiana quando in-
cubada a 121°C por 20min. E estivel na faixa de pH de 3.a
9, perde sua atividade quando tratada com proteinase K,
apresenta um peso molecular aproximado de 12,4 kDa e
nio é toxica para células Vero. Na pesquisa ndo se verificou
a presenca de genes de viruléncia, incluindo hemolisina
BL, enterotoxina nio hemolitica e citotoxina K.

Martirani et al.” detectaram e caraterizaram a
bacillocina 490 produzida por Bacillus licheniformis. Essa
bacteriocina € inativada quando tratada com pronase E e
proteinase K. Apresentou um peso molecular de 2 kDa e foi
ativa contra Bacillus smithii.

Pattnaik et al.'? estudaram o efeito de fatores
ambientais na produgio da lichenina, um composto
codificado cromossomicamente como uma bacteriocina,
produzido por Bacillus licheniformis 26L-10/3RA, isolado
do rimen de bifalo. Segundo esse estudo, a lichenina
representa o primeiro composto antibacteriano de amplo
espectro expresso em anaerobiose e efetivo somente em condigoes
de anaerobiose, sendo codificada pelo DNA cromossdmico.
Resultados obtidos pelos autores podem ser utilizados para
a produgdo da lichenina em larga escala, com potencial
aplicagdo na manipulagiio da fungdo do riimen com o pro-
posito de melhorar a produtividade dos ruminantes.

Cladera-Oliveira et al.’> constataram que a
metodologia estatistica de superficie de resposta pode ser
empregada para otimizar a produgdo de bacteriocinas por
Bacillus licheniformis P40. O soro de leite proveniente do
queijo foi utilizado como meio para testar por superficie de
resposta as varidveis temperatura, pH inicial e concentracio
de leite. A andlise estatistica dos resultados demonstrou que
todas as varidveis estudadas tiveram um efeito significativo
na produgiio da bacteriocina. Dados da superficie de res-
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posta demonstraram produgdo maxima de bacteriocina nos
pHs iniciais de 6,5 e 7,5 e temperatura entre 26 e 27°C
quando a concentragdo do soro de leite do queijo foi 70 g.L".

Kim & Chung * caracterizaram uma potente protefna
antifingica isolada de uma cepa de Bacillus
amyloliquefaciens MET0908, proveniente do solo. A
proteina isolada por cromatografia de filtragiio em gel apresentou
na eletroforese em poliacrilamida (SDS-PAGE) um peso
molecular aparente de 40 kDa. A proteina isolada € estdvel
a 80°C por 20 min e apresentou um amplo espectro de ati-
vidade antiftingica contra fungos fitopatogénicos. Andlises
por microscopia mostraram que a proteina atua na parede
celular do fungo Colletotrichum lagenarium, responsdvel
pela doenga antracnose que afeta melancias. A seqiiéncia
aminoacidica N-terminal da proteina purificada também
foi determinada, sendo Ser-Lys-lle-x-lle-Asn-lle-Asn-Ile-
x-Gln-Ala-Pro-Ala-Pro-x-Ala. A pesquisa da seqiiéncia
no programa NCBI BLAST demonstrou que a proteina
purificada ainda ndo havia sido identificada.

As bacteriocinas produzidas por bactérias
Gram-positivas classificadas como nio lantibiéticas (classe
II e I1I) incluem tanto as bacteriocinas de alto como as de
baixo peso molecular. As pertencentes a subclasse 1Ib
apresentam atividade antibacteriana frente Listeria (anti-
listerial) e as da classe Ilc sdo as que necessitam de dois
peptideos para a atividade antibacteriana.”

A(s) substincia(s) antibacteriana(s) presente(s) no
extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens ativo frente
Listeria monocytogenes provavelmente pertence(m) a uma
das classes de bacteriocinas nio lantibidticas.

Para a confirmagiio dessa hipétese, estudos futuros
de caracterizagio e do mecanismo de aciio da(s)
substincia(s) antibacteriana(s) presente(s) no extrato bruto
serdo de vital importincia para sua classificagdo definitiva.

Apesar do grande ndmero de trabalhos de pesquisa
sobre a aplicagio de bacteriocinas em bioconservagio, o
uso efetivo desses compostos em alimentos ainda ¢ bastante
limitado, particularmente as produzidas por Bacillus spp.
Diversos paises permitem o uso de nisina em produtos como
leite, queijo, produtos licteos, sopas enlatadas, maionese e
alimentos infantis. No Brasil, a nisina ¢ aprovada para uso
em todos os tipos de queijo no limite mdximo de 12,5 mg/kg
e nosso pais € pioneiro na utilizagiio dessa bacteriocina em
produtos cdrneos, sendo permitida a sua aplicagio na superfi-
cie externa de salsichas de diferentes tipos. O produto pode ser
aplicado como solug@o comercial de nisina a 0,02% em solugdo
de écido fosférico grau alimenticio.’ Apesar da nisina nio ter
sido ativa frente Listeria monocytogenes nesse estudo deve-
se levar em consideragiio que essa foi diluida em tampdo fosfato,
o que pode ter influenciado na atividade antibacteriana. Isso €
um indicativo de que seja necessdrio maior concentracio de
nisina para compensar o efeito sinérgico com o dcido fosférico.

CONCLUSAO

O extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens
apresentou atividade antibacteriana frente Listeria



monocytogenes NCTC 098630.

O extrato bruto produzido por Bacillus
amyloliquefaciens apresenta natureza protéica sendo
provavelmente composto de algumas proteases,
bacteriocinas e outras enzimas bacterioliticas.

As bacteriocinas, em geral, sdo uma das opgdes em
um mosaico de possiveis mecanismos para controlar bactérias
patogénicas e deteriorantes em alimento. Porém, € importante
lembrar que elas jamais poderdo substituir as boas priticas
de fabricagiio fundamentais para a produgiio de alimentos
Seguros.

SCHULZ, D.; BATISTA, C. R. V. Antibacterial activity of
the crude extract from Bacillus amyloliquefaciens with
different indicators. Alim. Nutr., Araraquara, v. 17, n. I,
p.73-77, jan./mar. 2006.

WABSTRACT: The present study aims to obtain one crude
extract from Bacillus amyloliquefaciens, standardized by
the measure of proteins, and to quantify its antibacterial
activity by the inhibition of the growth of Listeria
monocytogenes NCTC 098630, Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faccalis
ATCC 29212, Enterobacter aerogenes ATCC 13048 ¢
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. The crude extract
from Bacilus amyloliquefaciens was only active with
Listeria monocytogenes NCTC 098630. The results showed
that the concentration responsible for 50% of the maximum
antibacterial activity was 29,22 g of protein, with a inibition
of the growth of 4 mm.

B KEYWORDS: Antibacterial activity; Bacillus
amyloliquefaciens; Listeria monocytogenes.
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GENOTOXICIDADE DO EXTRATO BRUTO DE

Bacillus amyloliquefaciens FRENTE A CELULAS VERO'
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= RESUMO: O presente estudo teve como objelivo obter um extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliguefaciens R 10, e investigar sua
genotoxicidade frente a células VERO. O exirato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 foi obtido por técnicas de precipitacdo de
proteinas, centrifugacéo, dialise e esterilizacdo por filtragdo. A padronizagéo
do teste de genotoxicidade foi realizada pela determinagdo da concentragdo
de proteinas do exirato brulo antibacleriano de Bacilfus amyloliquefaciens
R 10. A investigagdo da genotoxicidade com células VERO ATCC-CCL 81 foi
realizada pelo Ensaio Cometa, ulilizando-se 60, 80 e 100ug de proteina do
extrato bruto. Como controle positivo utilizou-se laminas preparadas com

células VERO tratadas com uma solugdo de perdxido de hidrogénio (H20,). O
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extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 nao foi
genotoxico para células VERO na concentragdo de 60ug/mL, porém
apresentou genotoxicidade nas concentragbes de 80 e 100 pg/mL. O
indicativo de genotoxicidade do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 apresentado no ensaioc do Cometa, indica a
necessidade da realizag@o de analises toxicologicas in vivo.

= PALAVRAS-CHAVE: Genotoxicidade; Bacillus amyloliquefaciens, células
VERO.

Introducgao

O processamento moderno dos alimentos dependente de varias tecnologias
de conservagao para assegurar niveis aceitaveis de qualidade desde a produgéo até
o consumo. Assim, deu-se o inicio do uso de bioconservadores, onde o
desenvolvimento de microrganismos em alimentos € controlado pela adigdo de
substancias conhecidas como bacteriocinas, que sdo peptideos antimicrobianos
produzidos por uma grande variedade de bactérias, particularmente bactérias laticas
(BAL) e Bacillus.® 1% 18

A natureza quimica das bacteriocinas e de varias toxinas (hemolisinas) faz
com que essas substancias sejam degradadas no trato gastrintestinal de homens e
animais, muitas vezes perdendo sua toxicidade." Segundo Marugg'®, estudos
realizados com vdrias bacteriocinas indicaram que elas nao sdo toxicas nem
provocam reacées imunologicas e, por isso, possuem grande potencial como
conservadores naturais em alimentos. Até o presente, as Unicas bacteriocinas
produzidas para conservagdo de alimentos s@o a nisina e a pediocina PA-1,

vendidas com os nomes comerciais de Nisaplin® e Alta®, respectivamente.® '
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Frente a essa realidade, Schulz”® investigou a citotoxicidade do extrato bruto
antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 isolado por Batista®.

Em continuidade aos estudos realizados, esse trabalho teve como objetivo
investigar a genotoxicidade do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10, com o intuito de utiliza-lo como conservador natural de

alimentos.

Material e métodos
Obtencéo do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 foi obtido
por técnicas de precipitacdo de proteinas, centrifugacgéo, didlise e esterilizagdo por
filtragdo conforme Figura 1.2

A padronizacgao do teste de genotoxicidade foi realizada pela determinagéo da
concentracdo de proteinas do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 utilizando o Kit de Ensaio para Dosagem de Proteinas Totais
(Analisa Diagnostica - Método de Biureto) por comparagdo com padréo de albumina
de soro bovino (BSA). A leitura foi feita em espectrofotometro (Micronal B382) a 545
nm.

Todos os ensaios foram realizados com o pool de extrato bruto, obtido pela
mistura dos extratos brutos extraidos em agua destilada. O pool! foi concentrado por
liofilizag&o para obter as concentragdes protéicas testadas nesse estudo (Liofilizador
Edwards do Brasil).

O processo de didlise foi monitorado qualitativamente com o reagente de
Nessler, objetivando o controle da remogéo de todo o sulfato de aménio utilizado no

processo de precipitagdo.’
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Ativar a cultura estoque de Bacillus amyloliquefaciens R 10 em caldo triptona de soja
suplementado com extrato de levedura (TSB-YE)
l 35°C por 24h

Inocular um erlenmeyer contendo 450mL de TSB-YE com 4,5mL da cultura de Bacillus
amyloliquefaciens R 10

35°C por 24h
Centrifugar o caldo de crescimento a 700xg por 30min
\L Eliminar o precipitado

Adicionar, ao sobrenadante, cristais de sulfato de aménio até 20% de saturagéo (42,2g)

Deixar em repouso a 4°C por 1h para precipitagéo de proteinas

v

Centrifugar a suspensao a 700xg por 30min
\L Eliminar o sobrenadante
Ressuspender o precipitado em 75mL de agua destilada
Dialisar o material ressuspenso em membrana de didlise de 3,5kDa, contra 5L agua destilada
substituindo esta ap6s 2 e 18h de didlise e na quarta dialise (ap6s 20h do inicio desse
processo) utilizar 5L agua destilada por 4h

24h em refrigeracao

Esterilizar o material dialisado através de membrana (0,22um)

¥

Extrato bruto

Fonte: Schulz”®, com algumas modificagées.

FIGURA 1 - Fluxograma do processo de obtengéo do extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10.
Triagem da atividade antibacteriana do extrato bruto
Listeria monocytogenes NCTC 098630 foi ativada em TSB-YE a 35°C por
24 h. Para detecgéo da atividade inibitoria do extrato bruto foram preparadas placas

contendo agar Triptona de Soja (Oxoid) suplementado com 0,6% de Extrato de
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Levedura (Difco) - TSA-YE que, apoés solidificado, foi inoculado, por semeadura em
superficie, com 0,1 mL de Listeria monocytogenes na concentragao de 10° UFC/mL.

Volumes de 10 pL do extrato bruto foram aplicados na superficie das placas
de TSA-YE. As placas foram deixadas em temperatura ambiente por 30 min para
difusdo do extrato bruto no agar e depois incubadas a 35°C por 24 h. Apods
incubagéo foi realizada a leitura para observagao dos halos de inibigdo. Esta triagem
da atividade antibacteriana do extrato bruto foi realizada a cada extragdo e apoés o

processo de liofilizagao.> 2°

Genotoxicidade
Para avaliagdo da genotoxicidade do extrato bruto antibacteriano de

Bacillus amyloliquefaciens R 10 foi utilizado o Ensaio do Cometa, segundo a técnica
alcalina originalmente proposta por Singh et al.?2, com algumas modificagdes na
preparagdo das laminas propostas por Klaude et al® e de acordo com as
recomendagdes do Intemational Workshop on Genotoxicity Test Procedures.”

a) Procedimento

As células VERO ATCC-CCL 81, foram cultivadas em placas de 24 cavidades
(2,5 x 10°células/mL, 1ml/cavidade), formando uma monocamada confluente em
24h a 37°C/5% de CO,. Essas células foram cultivadas em meio 199 suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 100U/mL de estreptomicina/penicilina/fungizona.
Apo6s o tapete formado, cada uma das amostras foi adicionada a placa
(500uL/cavidade), a qual foi incubada durante 90min, a 37°C/5% CO,, para
avaliagdo da indugdo de genotoxicidade por exposicdo aguda das células ao extrato
bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10. As concentragbes utilizadas
do extrato bruto foram 60, 80 e 100ug de proteina. A amostra liofilizada testada

continha 1000 pg de proteina do extrato bruto.
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Os controles positivos foram laminas preparadas com células VERO tratadas
com uma solugéo de peréxido de hidrogénio (H20;) 200 e 100uM, durante 90min, a
37°C/5% CO.. A titulagdo da solugdo a 30% de HzO, por permanganometria, foi
realizada periodicamente, para garantir a concentragéo dos controles positivos. Os
controles negativos foram laminas preparadas com células VERO néo tratadas, ou
seja, contendo apenas meio de manutengéo, submetidas ao mesmo tratamento que
as demais.

b) Preparagao da suspenséao celular

Apoés os tratamentos, o tapete celular de cada cavidade das placas foi lavado
trés vezes com 300uL de tampao fosfato de sodio (PBS) e entéo tripsinizado. Em
cada cavidade, foram adicionados 150yl da solugido de tripsina (0,05%):EDTA
(0,02%), deixando-se agir por até 5min, para a obtengéo da suspens#o celular e a
acao da tripsina foi interrompida pela adigdo de meio MEM/5% soro fetal bovino -
SFB (500uL/cavidade). A suspenséo celular foi recolhida com auxilic de uma pipeta
Pasteur e centrifugada a 350xg por 3min em tubo Falcon. Apds o sobrenadante foi
cuidadosamente descartado e as células foram ressuspendidas com 200uL de meio
MEM de forma a obter uma suspenséo de aproximadamente 1x10%células/mL. Essa
suspensao celular foi, posteriormente, adicionada a agarose de baixo ponto de fuséo
(Gibco BRL) para formar a segunda camada sobre as l&minas. Foram utilizadas
duas laminas por tratamento.

c) Preparagéo das laminas

Conforme as modificagdes propostas por Klaude et al®, foram utilizadas
laminas de microscopio foscas apenas numa das extremidades, desengorduradas, e
que ja tiveram uma primeira camada de agarose formada com uma solugdo de

agarose de ponto de fusdo normal (Gibco BRL) a 1,5% em PBS livre de ions calcio e
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magnésio e deixadas a temperatura de 4°C para secagem. Apoés coloragdo e
analise, as laminas podem, ainda, ser secadas novamente e guardadas sem que
haja perda importante de material ou alteragdo na aparéncia dos cometas.

Para cada lamina foram usados 40uL da suspensdo celular, previamente
preparada e tratada, e 60uL de solugdo de agarose de baixo ponto de fusédo a 0,5%
em PBS livre de ions calcio e magnésio, mantida a 37°C. Uma laminula de
24x60mm foi colocada sobre cada lamina, imediatamente, para que a agarose nao
secasse, antes de se espalhar por toda lamina. As laminas foram deixadas a 4°C,
por 15min, para a solidificagdo da agarose.

d) Lise celular

Em seguida, foram retiradas as laminulas e as laminas foram submersas em
100mL de solugdo de lise gelada (4°C), recém-preparada (NaCl 2,5M, EDTA
100mM, Tris-HCI 10mM, qsp de NaOH 10N para obter pH 10) adicionada de 10%
DMSO e 1% Triton X-100. A solugdo de lise € uma solugdo detergente contendo
altas concentracdes de sais, que promove a desintegracdo das membranas
celulares. As laminas podem permanecer nesta solugdo, no minimo, por th e, no
maximo, por 30 dias.

e) Tratamento alcalino e eletroforese

Apos a lise celular, as laminas foram lavadas com PBS gelado com auxilio de
uma pipeta Pasteur e submetidas ao tratamento alcalino em solugdo tampéo de pH
13 (300mM NaOH e 1mM EDTA), previamente refrigerada, por 30min, em banho de
gelo. A corrida de eletroforese foi feita numa cuba horizontal disposta num banho de
gelo, com voltagem constante (25Volts) e amperagem de 280-300mA, por 30min.
Durante o tratamento alcalino, ocorre o relaxamento e desespirilizagéo dos sitios de

rompimento da molécula de DNA."®
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f) Neutralizacéo

Apos eletroforese, as laminas foram lavadas trés vezes com uma solugéo de
neutralizagao (Tris-HCI 0,4M, pH 7,5), por 5min cada, sendo em seguida secadas e
posteriormente colocadas numa cuba com etanol absoluto por alguns segundos.
Apos secagem, as laminas foram submetidas a coloragao.

g) Coloragao

As laminas foram coradas com 30uL de uma solugdo aquosa de brometo de
etideo a 20ug/mL e cobertas com laminulas. O brometo de etideo € um agente
intercalante de DNA que emite fluorescéncia quando exposto a radiagao UV."

h) Analise dos cometas

Apoés coradas, as laminas foram avaliadas, imediatamente, em microscopio
de epifluorescéncia (Olympus BX 40), com filtro de excitagdo de 515-560nm e filtro
de barreira de 590nm, com aumento de 400X.

A andlise dos cometas foi realizada visualmente, conforme classificagao
proposta por Kobayashi et al.®, seguindo algumas modificagdes introduzidas por
Miyamae et al."".

Através da analise microscopica, os cometas foram classificados em cinco
categorias: classe |, sem cauda; classe |l, cometas com pequenas caudas
(comprimento da cauda menor que 25% do didmetro da cabega); classe lil, cometas
com caudas medias (comprimento da cauda entre 25% e 100% do didmetro da
cabeca); classe IV, cometas com caudas longas (comprimento da cauda maior do
que o didmetro da cabega); e classe V, cometas mal definidos ou com cabegas
pequenas.’

Cinglenta células foram analisadas, ao acaso, na regido central de cada

lamina e diferenciadas visualmente em cinco classes, utilizando-se um escore, onde
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foram atribuidos valores 0, 1, 2, 3 e 4 para as classes [, Il, lll, IV e V,
respectivamente, conforme Figura 2.* ® ?' Os cometas localizados nas bordas do gel

nao foram quantificados a fim de evitar resultados falso-positivos.

Classe | Classe [l Classe I11 Classe IV Classe V
(escore 0) (escore 1) (escore 2) (escore 3) (escore 4)
Fonte: Savi'.

Figura 2 — Diferenciag@o das classes dos cometas em ensaios de genotoxicidade.

Analise estatistica

Os resultados da avaliacao da genotoxicidade através do Ensaio Cometa
foram submetidos ao teste de comparagoes multiplas Student-Newman-Keuls (SNK)
ao nivel de significancia de 5%. Os dados foram obtidos de trés ensaios
independentes, cada um em duplicata. Os valores referentes as repeticdes foram

obtidos mediante somatorio dos resultados experimentais, para as diferentes classes

de cometas.

Resultados e discussao
Dosagem de proteinas do extrato bruto
O pool de extratos brutos obtido em agua apresentou 283,88ug de
proteina/mL.
Triagem da atividade antibacteriana do extrato bruto
O pool de extratos brutos apresentou atividade antibacteriana frente Listeria

monocytogenes NCTC 098630, tanto antes quanto apods a liofilizagéo.



187

Genotoxicidade

O extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R 10 nao foi
genotoxico para células VERO na concentragédo de 60ug/mL, haja vista que nao se
diferenciou, estatisticamente, do controle negativo. As demais concentragdes
testadas, 80 e 100 pg/mL, foram genotoxicas para células VERO (Tabela 1).

Analisando-se a Tabela 1, constata-se que o extrato bruto antibacteriano de
Bacillus amyloliquefaciens R 10 na concentragdo de 100ug/mL foi altamente
genotéxico para células VERO, pois ndo se diferenciou, estatisticamente, dos
controles positivos. Ja na concentragéo de 80ug/mL apresentou uma genotoxicidade
intermediaria, pois se constatou uma diferenga estatistica significativa, tanto em
relagéo ao controle negativo, quanto em relagdo aos controles positivos.

Tabela 1 — Avaliagdo da genotoxicidade do extrato bruto antibacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens R 10 utilizando-se células VERO

Concentragdo Repeticao | Repeticdo | Repeticao Média Desvio- Tratarpepto
1 2 3 padrao | Estatistico
100pg/mL 215 162 144 173,67 | 36,91 4
80ug/mL 120 126 89 111,67 | 19,86 b
60ug/mL 81 46 38 55,00 | 22,87 c
C (+)
100 UM 160 147 174 160,33 | 13,50 a
C (+)
200 UM 197 151 189 179,00 | 24,58 a
C () 34 34 37 35,00 1,73 c

Os valores referentes as repetigoes foram obtidos mediante somatorio dos resultados experimentais,
para as diferentes classes de Cometa, seguindo-se as classificagdes de Silva et al.?'. C(+). Controle
positivo; C(-) Controle negativo. Letras diferentes significam que houve diferenca significativa entre os
grupos, teste SNK.

Cabe ressaltar, que mesmo em fungdo da auséncia de genotoxicidade do

extrato bruto antibacteriano na concentragdo de 60ug/mL, ndo devemos descartar o
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indicativo de genotoxicidade apresentado nas demais concentragdes testadas.
Assim, esses resultados foram importantes para justificar a realizagéo dos estudos
toxicolégicos in vivo do extrato bruto antibacteriano de Bacillus amyloliquefaciens R
10.

Poucos estudos de genotoxicidade in vitro tém sido realizados com
bacteriocinas para uso em alimentos. Esses ensaios conseguem detectar a maioria
das substancias ou seus metabdlitos genotéxicos, porém os resultados positivos
precisam ser confirmados com ensaios de toxicidade in vivo.'

Tanto os ensaios de genotoxicidade quanto os de toxicidade de dose repetida
sdo fundamentais para avaliagdo da seguranga dos aditivos alimentares, sendo
importantes na predigdo de toxicidade e identificagdo dos alvos de toxicidade. Em
alguns casos, quando constatada toxicidade em tecidos ou érgéaos-alvos, torna-se
necessario a realizagdo de ensaios complementares para investigagéo definitiva da
seguranga desses compostos. '

Levando-se em consideragao a crescente resisténcia ao uso de nisina e
outras bacteriocinas em alimentos por certos paises, principalmente da Unido
Européia, deve-se considerar a necessidade de estudos sistematicos de
mutagenicidade, teratogenicidade, de efeitos alérgicos, genotoxicidade, bem como
de agdo dessas substancias na microbiota intestinal, haja vista a possibilidade de
resisténcia cruzada desses antimicrobianos com os antibiéticos utilizados
rotineiramente no combate a infecgoes.”

Recentemente, SASAKI et al.'® investigaram a genotoxicidade in vivo de 39
aditivos alimentares em uso, pertencentes a seis categorias: (1) corantes, (2)
fixadores de cor, (3) conservantes, (4) antioxidantes, (5) fungicidas e (6) adocgantes.

No estudo foram testados grupos de quatro camundongos machos tratados por via
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oral com cada aditivo na dose de até 0,5xDLsp ou dose limite (2.000mg/kg). Os
animais foram sacrificados 3 e 24h apds o tratlamento e suas visceras (estdmago,
célon, figado, rins, bexiga, pulmao, cérebro e medula Gssea) submetidas ao ensaio
do Cometa. De todos os aditivos, os corantes foram os mais genotdxicos, induzindo
danos no DNA do estdmago, colon efou bexiga. Tedos 0s corantes induziram danos
no DNA dos 6rgdos gastriniestinais nas doses mais baixas testadas (10 ou
100mg/kg). Dois antioxidantes, [rés fungicidas e qualtro adocantes também
induziram danos no DNA dos 6rgaocs gastiintestinais. Os aulores acreditam que séo
necessarias avaliagbes de genoctoxicidade in vivo em larga escala para os aditivos
alimentares, em fungéc do elevado numero de pessoas expostas diariamente aos
mesmos.

A genotoxicidade in vivo nem sempre resulta em carcinogenicidade, haja vista
gue esse ensaio detecia o danc no DNA apds administracdc de dose Unica
relativamente alta, enquanlo carcinogenicidade & delectada apss longo tratamento
com doses relativamente menores. O desenvolvimento de tumores em orgéos-alvos
n&c depende somenie do nivel inicial de dano induzido no DNA ou do seu reparo,
mas também de outros fatores, como a produgdo de metabdlitos reativos, sua

distribuicéo e seus efeitos na proliferacéo celular. '

Concluséo

O extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens R 10 apresentou genotoxicidade
frente a células VERO, indicando a necessidade da realizacdo de analises
toxicologicas in vivo.
SCHULZ, D.; BATISTA, C. R. V. Genotoxicity of the crude extract from Bacillus
amyloliguefaciens against VERO cells. Alim. Nutr., Araraguara, v. XX, N. XX, p. XX-

xx, 2007.
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= ABSTRACT: The present study aims to obtain one antibacterial crude extract
of Bacillus amyloliquefaciens R 10, and investigate its genotoxicity against
VERO cells. The antibacterial crude extract of Bacillus amyloliquefaciens R 10
was obtained by techniques of precipitation of proteins, centrifugation, dialysis,
sterilization and filtration. The standardization of genotoxicity test was
performed by determining the concentration of protein in antibacterial crude
extract of Bacillus amyloliquefaciens R 10. The investigation of genotoxicity
with VERO ATCC-CCL 81 cells was realized by Comet assay, using 60, 80
and 100 pg of protein of the extract the crude. As positive control is used
slides prepared with VERO cells treated with a solution of hydrogen peroxide
(H20,). The antibacterial crude extract of Bacillus amyloliquefaciens R 10 was
not genotoxic to VERO cells in the concentration of 60ug/mL, but showed
genotoxicity in the concentrations of 80 and 100 pg/mL. The indicative of
genotoxicity of antibacterial crude extract of Bacillus amyloliquefaciens R 10
presented in the Comet assay, indicates the need for the realization of
toxicological analysis in vivo.

» KEYWORDS: Genotoxicity; Bacillus amyloliquefaciens; VERO cells.
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