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RESUMO

RESUMO

Lantibiéticos sdo peptidios com fungdo de antibiéticos produzidos por bactérias Gram-
positivas com atividade antibacteriana. S@io frequentemente divididos em dois subgrupos: os
lineares prolongados e os peptidios globulares. Estritamente ditos como bacteriocinas, sdo
caracterizados como proteinas ou complexos protéicos, produzidos por bactérias de 4cido
latico que inibem microrganismos patogénicos e esporulados. Razio pela qual sdo utilizados
em produtos terapéuticos e farmacéuticos, como preservativos de alimentos industrializados e
naturais e desenvolvimento de aroma, como no queijo durante o amadurecimento.

Neste trabalho foi estudada a produgdo de enterocina por Enterococcus faecium em
fermentacio em batelada submersa, em meio contendo triptona, extrato de levedura, glicose
e/ou sacarose e sais minerais, avaliando sua atividade. Inicialmente, foram feitas fermentagdes
em frascos de Erlenmeyer para definir a melhor linhagem e condi¢des de cultivo. Em uma
segunda etapa, os experimentos foram conduzidos em fermentador de bancada com intuito de
avaliar os efeitos de agitagdo, aeragdo e alimentac@o.

Para a determinacio da atividade de enterocina foram usadas culturas dos
microrganismos indicadores Rhodococcus equi, Enterococcus faecalis, Lactobacillus
fermentum e Lactobacillus buchneri, cujo crescimento em meio especifico foi inibido por
adicio de meio fermentado contendo enterocina.

Os resultados experimentais definiram como o melhor microrganismo produtor de
enterocina o Enterococcus faecium CCT5079 e a melhor concentragéo de sacarose de 20g.L!
a temperatura de incubagio de 37°C e pHinicial 10. Nesta etapa do trabalho, a maior atividade
de enterocina foi de 2,65UE. Em fermentador de bancada, o valor méximo de atividade foi de

2,56UE obtido ap6ds 11h de fermentag@o anaerobia sem alimentac@o a 200rpm.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Lantibiotics are peptides with antibiotic functions and are produced by gram-positive
bacteria with antibacterial activity. They are frequently divided in two subgroups: the linear
elongated and the globular peptides. Strictly denominated as bacteriocins, are characterized as
proteins or protein complexes that are produced by lactic acid bacteria that inhibits pathogenic
and spoilage microorganisms. For this reason, they are used in therapeutic and pharmaceutical
products and as preservatives in industrialized and natural foods, being also used in the aroma
development (i.e., during cheese maturation).

The aim of this work was the study of the enterocin production by Enferococcus
faecium and its activity evaluation in a batch submerged fermentation using a medium
containing: tryptone, yeast extract, glucose/sucrose and mineral salts. Initially, fermentations
were carried out in Erlenmeyer’s flask for determining the best strain and culture conditions.
In a second stage, the experiments were conducted in laboratory scale fermentor for the
determination of the effects of agitation, aeration and feeding.

Were used, for the enterocin activity determination, the indicative cultures of
Rhodococcus equi, Enterococcus faecalis, Lactobacillus fermentum and Lactobacillus
buchneri, which the growth in a specific medium was inhibited by the addition of a fermented
medium containing enterocin.

The experimental results defined that the best microorganism used in the enterocin
production was the Enterococcus faecium CCT5079 and the best sucrose concentration was
20g.L" in incubation temperature of 37°C and initial pH 10. In this stage of the work, the
higher enterocin activity was 2.65EU. In the laboratory scale fermentor, the maximum activity

value was 2.56UE, obtained after 11h of anaerobic fermentation without feeding at 200rpm.

XV



INTRODUCAO

1- INTRODUCAO

Fermentagdo ¢, bioquimicamente, uma manifestagio fisiolégica da célula viva,
podendo ser definida como desassimilagiio (catabolismo de matéria orgénica — carboidratos,
gorduras, proteinas) através de reagbes acopladas, catalisadas por enzimas intra e
extracelulares, acarretando formagdo de substdncias intermedidrias dos produtos finais da
oxidacdo biologica total, ou entdo, derivados dessas substancias (Reguly, 1996).

No sentido tecnologico, fermentacdo significa todo processo em que microrganismos
de interesse, regulados pela mio do homem, atuam sobre substratos orgénicos, os quais
através de suas enzimas produzem determinadas substdncias ou substratos modificados, uteis
para o homem. Essas substincias ou produtos de fermentagdes vdo desde bebidas alcodlicas
(cerveja e vinho) e alimentos modificados como laticinios variados (coalhada, iogurte e
queijo), a outros produtos industriais, como combustiveis e solventes (etanol e acetona),
4cidos organicos (4cido acético, 4cido latico e 4cido citrico), ésteres, aminoacidos,
polissacaridios, enzimas, vitaminas, horménios e antibiéticos. Processos fermentativos séo,
portanto, processos de transformagdo de material bioldgico ou de meio sintético que o
substitua por agentes também bioldgicos, originando os produtos mencionados (Reguly,
1996).

Verifica-se, por conseguinte, que fermentagGes ndo sao apenas restritas a obtencéo de
produtos quimicos, através de “biossintese”, em contrapartida a “quimiossintese”. No Oriente,
os processos fermentativos de matérias-primas protéicas e carboidratadas (soja, arroz e
pescado) sdo usados h4 milénios, constituindo étima base alimentar. Por outro lado, a industria

farmacéutica produz hoje, em escala mundial e sempre crescente, antibidticos, vitaminas,
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aminodcidos, substancias carotendides (provitaminas) e esterdis modificados (hormoénios). Os
ultimos vinte anos presenciaram a producdo cada vez maior de enzimas para os mais diversos
fins, através de processos fermentativos, seja em substratos liquidos, seja em semi-solidos,
sendo as enzimas intra ou extracelulares isoladas ou extraidas, através dos mesmos processos
que sdo usados para isolamento e extragéo de proteinas. (Reguly, 1996)

Lantibiéticos sdo grupos de peptidios com fungdo de antibi6tico, que sdo produzidos
por bactérias Gram-positivas agindo sobre outras. O termo lantibiéticos foi introduzido como
uma abreviagdo da lantionina contendo peptidios antibidticos e refere-se as caracteristicas
mais proeminentes deste grupo, que sdo a forte atividade antimicrobiana e os anéis intra-
moleculares. A presenc¢a destes residuos influencia a estrutura e atividade dos peptidios em
suas rotas biossintéticas, que tém recentemente atraido tanto interesse em campos de
diferentes pesquisas basicas em lantibioticos (Sahl ez al, 1995; Reis et al, 1994).

A familia dos lantibidticos inclui peptidios antibacterianos produzidos por variedade de
espécies Gram-positivas. Estes sdo frequentemente divididos em dois subgrupos: os lineares
prolongados (lantibiéticos do tipo A) e os peptidios globulares (lantibi6ticos do tipo B), os
quais inibem reacdes enziméaticas e sdo sintetizados por espécies de Strepfomyces (Brotz et al,
1998; Gutowski-Eckel et al, 1994; Klein ef al, 1992).

Varias cepas de bactérias de 4cido latico produzem proteinas ou complexos protéicos
(bacteriocinas), que inibem faixa limitada de microrganismos patogénicos e esporulados, e por
essa razio sdo potencialmente tteis como preservativos de alimentos naturais. Para esse fim,
eles podem ser produzidos “in sitw” por bactéria iniciadora ou em fermentado e adicionado ao
alimento. A produgdo de bacteriocina em cultivos continuo ou em batelada tem sido estudada
por varios autores (Parente ef al, 1997; Sahl et al, 1995; Parente e Ricciardi, 1994; Gutowski-

Eckel et al, 1994; Schillinger ef al., 1993; Klein et al, 1992; Barnby-Smith, 1992).
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Dentre as bacteriocinas, cita-se a enterocina 1146 que € produzida por Enterococcus
faecium DPC1146, a qual mostra alta especificidade contra varios microrganismos, entre eles
a Listeria monocytogenes, podendo ser 1til para o controle destes organismos em alimentos

fermentados (Parente e Ricciardi, 1994).
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2- OBJETIVO

2.1- GERAL

Estudar a produgdo de bacteriocina (enterocina) por Enterococcus faecium em

fermentacio submersa em batelada, otimizando condi¢des operacionais.

2.2- ESPECIFICOS

- definicio do melhor microrganismo produtor de enterocina e as melhores condi¢des
como: temperatura de incubagfo, composicdo do meio de fermentagdo, concentragdo de
substrato (glicose e/ou sacarose) e pH inicial;

- avaliacdo dos efeitos de agitagdo, aeragdo e temperatura com alimentagdo em

batelada alimentada e convencional na produgéo de enterocina.
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3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- FERMENTACAO

Reguly cita que, segundo Underkoffler e Hickey (1954) os processos fermentativos
podem substituir processos, puramente quimicos, de sintese orgénica. Os que sdo utilizados
em escala industrial dependem, em geral, de: capacidade do microrganismo responsavel em
proporcionar bom rendimento do produto, em bases econdmicas, a partir de um substrato de
baixo custo e disponivel; facilidade de recuperagdio ou obten¢do do produto desejado, sob
forma pura ou, conforme o caso, pronta para o uso; impossibilidade ou dificuldade de obter o
produto através de outros processos.

A fermentagio ¢ utilizada ha muito tempo na tecnologia de alimentos e ¢ entendida no
sentido lato, nfio apenas como foi inicialmente proposto por Pasteur na obtengéo de alcool,
como sindnimo de borbulhamento, mas como um processo no qual mudangas bioquimicas
ocorrem num substrato organico, através da agdio de catalizadores (enzimas) obtidas de

microrganismos i vivo ou in vitro (Atkinson, 1984).

3.1.1- Tipos de fermentac¢ao

3.1.1.1- Fermentagdo submersa (SmF)
SmF ¢ aquela fermentagdo onde o substrato fica dissolvido ou suspenso em pequenas
particulas no liquido, normalmente agua. Apresenta como principais vantagens, o facil

acompanhamento e controle dos pardmetros fermentativos como pH, temperatura, oxigenacao
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e esterilidade. Como principais desvantagens tem-se o grande volume de residuos gerados ¢ a
dificuldade de separagdo do produto/substrato (Fogarty e Ward, 1974).

Segundo Fogarty e Ward (1974), na SmF a determinagdo de um meio de cultivo
balanceado ¢ critica para a produgdo de elevadas quantidades de proteinas. Desta forma, o
meio liquido é preparado com grande niimero de componentes como misturas de carboidratos,
materiais nitrogenados e minerais, que pode ser adequado para a producdo de diversas

proteinas.

3.1.1.2- Fermentagdo em meio semi-sélido (SSF)

A SSF pode ser definida como aquela fermentagdo onde o substrato € um material
timido, nfo suspenso em Aagua e sem escorrimento aquoso, empregando um ou mais
microrganismos (Gutierrez-Rojas e Favela Torres, 1992).

Segundo Oriol (1988), na SSF o microrganismo € inoculado em um substrato
aparentemente solido (imido), ou seja, na auséncia de 4gua livre e a atividade microbiana se
d4 em toda a massa imida. Os niveis ideais de umidade dos substratos, geralmente, vdo desde
12% até 80%. Os niveis acima de 80% podem ser melhores para o processo, mas isso

dependerd da capacidade de reteng@o de 4gua do material utilizado como substrato.

3.2- LANTIBIOTICO E BACTERIOCINA

Os anéis intra-moleculares, relacionados aos lantibidticos (lantionina contendo
peptidios antibidticos), sio formados pelos aminoécidos tioeter lantionina (Lan) e 3-metil-
lantionina (MeLan). Além disso, para estes residuos incomuns, os aminoacidos desidratados

2.3-didehidroalanina (Dha) e 2,3-didehidrobutirina (Dhb) ocorrem comumente em
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lantibi6ticos, considerando que mais tarde residuos modificados, tal como lisinoalanina, S-
aminovinil-D-cisteina, S-aminovinil-D-metilcisteina e 4cido eritro-3-hidroxiaspartico s@o
somente encontrados em peptidios (Figura-3.1). Estes aminoé4cidos incomuns sdo sintetizados

por transferéncia de posto ribossomicamente, produzindo peptidios precursores (Sahl et al,

1995).
8] 8} a] o
Il I i I
—HN (3 —HN L— —_— HN C— —HN —
\ED’/’ \ﬂ-}/’ \ED},/ \\tL)/"
H — {i:a Ca—H H—Cu cl:u —H
Ha2C S CH2 tC—C s CHz2
7
H
" ioninc: 5 ionine: (25.3S.6R)-3-methyllanthionine;
(28, 6R)-lanthionine; meso-lanthioning; Lan (ke mesllantionine: MeLas
O e}
I Il
—HN c— — HN —HN C— —HN
Nm// ‘\tz; \\(n!,/ @
H—Ca Co — H H—Cea Cza —H
t i | Il
H2C s CH HiC—C s CH
# /

8-[(Z)-2-Aminovinyl]-2-methyl-D-cysteine

i
O —HN C—
Il N
— HN (s C
S I
C CH
I |
HzC Hi:C

2,3-didehydroalanine; Dha

] i
o — HN ¢ —OH —HN C—
” \iLy" \ /
— HN C - Ce — H C—H
o/ |
H—Ca (CHz)3 HiC — C——CO~
| / I
H2C NH CH2 oH o
(28,8S)-lysinoalanine erythro-3-hydroxy-L-aspartic acid

Figura 3.1: Estrutura dos aminoacidos modificados encontrados nos vérios peptidios

lantibidticos. Fonte: Sahl ef al., 1995.
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Os lantibioticos sdo divididos em dois subgrupos: os lineares prolongados, tais como
nisina, subtilina, epidermina, galidermina e Pep5, e os peptidios globulares, como cinamicina,
duramicina, mersacidina e ancovinina, mostrados na Figura 3.2 (Brotz et al, 1998; Sahl et al,

1995; Gutowski-Eckel ef al, 1994; Klein et al, 1992).
Tipos Subtipos Peptidios Prototipos __ Variantes naturais

I: nising —— nisina A, nisina Z

subtilina

e DASHAEE | o epiderming galidermina, 1V,6L-epidermina

Pep5
_I: epilancina K7

AS-FF22

— AS-FF22 lacticina 481 (DR1)

salivaricina A 4T,7L-salivaricina A
Lantibidticos
lactocina S

hemolisina /
Lactocina bacteriocina cyIL1, cyIL2

carnocina Ul 49

cinamicina cinamicina _ duramicina A, B, C, ancovenina

s |
mersacidina

L mersacidina ‘
actagardina

Figura 3.2: Subgrupos propostos de lantibidticos baseados em semelhangas de estruturas
primarias. Fonte: Sahl ef al., 1995.
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Lantibiéticos tipo A:

Nisina: produzida por Lactococcus lactis subsp. lactis, provavelmente foi o primeiro
lantibidtico com atividade antibiotica contra streptococos a ser detectado e, subseqiientemente,
tem sido foco de interesse cientifico consideravel. A estrutura da nisina tem 34 aminoéacidos,
massa molecular de 3353 Daltons (Da) e é um peptidio pentaciclico contendo um residuo Lan,
quatro MeLan, um Dha e dois Dhb, possuindo maior solubilidade, especialmente a valor de
pH neutro. Pode ser mais eficaz em uso como um biopreservativo em alimentos (Sahl er al.,
1995; Schillinger et al., 1993).

Subtilina: produzida por Bacillus subtilis ATCC 6633, cuja estrutura é similar a da
nisina, contendo as mesmas modificacbes de aminodcidos nas mesmas posigdes. Apresenta
duas atividades antibacterianas distintas: uma direta, contra células vegetativas ¢ outra para
previnir o crescimento externo de endoesporos (Sahl e al., 1995).

Epidermina e Galidermina: produzidas por Stafilococcus epidermidis e Stafilococcus
galinarum, tespectivamente. Estas possuem estrutura andloga e sdo as menores dos
lantibi6ticos tipo-A, com 22 aminodcidos e massa molecular de 2164 Da e séo tetraciclicas,
nas quais trés dos anéis resultam de um residuo MeLan e dois Lan (Sahl et al., 1995).

Pep5: também produzido por cepas de Stafilococcus epidermidis, sendo o maior dos
lantibiticos tipo-A, com massa molecular de 3488 Da e também o mais basico, possuindo
oito aminoécidos positivamente carregados. Este ¢ triciclico, contendo um residuo MeLan,
dois Lan e dois de Dhb. (Sahl et al., 1995)

Epilancina K7: produzida por Stafilococcus epidermidis, sendo um pouco menor que o
Pep5. Este como o Pep3, contém trés anéis tioeter formados por um residuo Lan e dois

MeLan, contendo também dois de Dha e dois de Dhb (Sahl et al., 1995).
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Lantibiéticos tipo B:

Incluidos entre estes estdo a cinamicina, duramicina, duramicina B, duramicina C e
ancovenina. A multiplicidade de nomes resulta de isolamentos de mesmos lantibi6ticos de
diferentes fontes. Estes sfo produzidos por uma variedade de cepas de Strepfomices e
Streptoverticillium e quanto mais exibem atividades antimicrobianas limitadas, especialmente
contra Bacillus sp., maior é o interesse, pois atuam como inibidores de inimeras enzimas
importantes. Cada um destes lantibiéticos contém um residuo Lan e dois MeLan em posigdes
idénticas (Sahl et al., 1995).

Mersacidina e actagardina sio dois lantibidticos do tipo-B que diferem
significativamente daqueles previamente descritos em sua estrutura e atividade biologica.
Mersacidina é o menor lantibidtico com massa molecular de 1825 Da; é hidrofobica, ndo tem
carga liquida e ¢ produzida por uma espécie de Bacillus (HIL Y-85,54728). A actagardina ¢
produzida por Actinoplanes ATCC 31048 e ATCC 31049, que contém quatro anéis formados

de um residuo Lan e trés MeLan (Sahl et al., 1995).

Lantibiéticos sdo estritamente ditos como bacteriocinas, que sdo caracterizadas como
proteinas ou complexos protéicos, tal como as antibacterianas altamente especificas
representadas pelas colicinas, ou ainda, podem ser considerados como um subgrupo das
bacteriocinas (Sahl et al., 1995; Reis et al., 1994).

As bacteriocinas sdo bem conhecidas ha décadas e hd publicagdes que descrevem
novas bacteriocinas, vérios exemplos sio mostrados na Tabela 3.1. A nisina, uma das
bacteriocinas descritas, ¢ a unica comercialmente explorada, devido a sua atividade
relativamente maior no que diz respeito ao espectro antimicrobiano, a estabilidade dos genes

que codifica a sua produgdo e sua estabilidade quando purificada (Barnby-Smith, 1992).

10
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Tabela 3.1: Exemplos de bacteriocinas produzidas por microrganismos

Microrganismo Bacteriocina Espectro inibidor Autor (Ano)
Subtilina Bactérias gram-
Bacillus subtilis . Klein et al., 1992
(lantibidtico) positivas
Lactococcus lactis Nisina Muitas bactérias Mattick e Hirsch,
subsp. lactis (lantibidtico) gram-positivas 1944
Lactococcus lactis . Bactérias 4cido
' Lacticina 481 . . Piard et al., 1992
subsp. lactis CNRZ laticas; clostridios
Pediococcus Bactérias acido
o ) ) Daeschel e
pentosaceus Pediocina A laticas; clostridios;
L Klaenhammer, 1985
FBB61 listerias; estafilococos
Pediococcus o Algumas bactérias Gonzalez e Kunka,
Pediocina PA1
acidilactici 4cido laticas; listerias 1987
) Algumas bactérias Schillinger e Lucke,
Lactobacillus sake Sakacina A . ) ]
4cido laticas; listerias 1989
Leuconostoc )
. Algumas bactérias
mesenteroides Mesenterocina 5 ) . o Daba et al., 1991
CiLE acido laticas; listerias

Fonte: Barnby-Smith, 1992.

As bacteriocinas podem ser introduzidas nos alimentos por dois métodos: como
composto puro, ou no caso de produtos fermentados, pelo uso de bactérias 4cido laticas que
secretam as bacteriocinas. Produtos tradicionais fermentados que contém bacteriocinas s&o
consumidos ha séculos, como por exemplo, cepas de Pediococcus acidilactici que produzem a
bacteriocina, pediocina AcH, isolada de salsichas fermentadas, considerada segura e garantida
pelo GRAS (Generally Regarded as Safe) (Barnby-Smith, 1992).

O isolamento e a purificacdo das bacteriocinas permite que sejam adicionadas a uma

grande variedade de alimentos, mas muitas delas s&o dificeis de serem purificadas e sdo
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instaveis na forma pura. Em consequéncia, pouco se conhece sobre muitas bacteriocinas,

exceto a nisina. Conhecimentos sobre as caracteristicas ¢ modo de agdio das principais

bacteriocinas com potencial para o uso em alimentos sdo descritas a seguir (Barnby-Smith,

1992).

Colicinas: secretadas pela Escherichia coli; foram as primeiras bacteriocinas a serem
descobertas e extensamente conhecidas, estando disponiveis pela sua expressdo e
controle genético;

Lantibiéticos: sdo secretados por uma grande variedade de microrganismos, os quais
secretam varios lantibioticos similares: como por exemplo, nisina, subtilina,
epidermina e galidermina, que apresentam semelhangas estruturais;

Pediocinas: comercialmente, os pediococos sdo importantes na fermentacdo de carnes
e vegetais. As bacteriocinas de Pediococcus spp. sdo de interesse porque elas inibem
uma faixa maior de patogénicos que muitas outras bacteriocinas; o espectro inibidor
inclui a Listeria monocytogenes e 0s organismos gram-negativos Pseudomonas fragi e
Pseudomonas fluorescens.

A pediocina PA1, secretada pela cepa Pediococcus acidilactici PAC1, inibe o
crescimento de outro pediococos, varios lactobacilos e Listeria monocytogenes. Este
{iltimo tem seu crescimento inibido em faixa de pH de 5,5 - 7,0 e a 4 e 32°C. Pediocina
AcH, de Pediococcus acidilactici, é usada também para inibir crescimento de Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Clostridium perfringens. Pediocina A,
secretada por Pediococcus pentosaceus, é potencialmente usada como preservativo de
alimentos, devido a sua atividade de espectro relativamente largo, a qual inclui

Clostridium ssp. e Staphylococcus aureus.

12
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3.2.1- Producio de bacteriocina

Os fatores que afetam a produgdo de bacteriocinas em meio liquido com ou sem
controle de pH foram estudados por varios autores. Meios complexos sdo usualmente
necessarios para a producfio maxima de bacteriocinas e o pH 6timo para a producdo da mesma
raramente coincide com o pH 6timo para o crescimento e producdo de 4cido latico (Parente e
Ricciardi, 1994).

Parente e Hill (1992-a) relatam que estudos, no qual meios diferentes ou o efeito dos
ingredientes do meio comparados, para produgdo de bacteriocina séo raros. Citam que Geis et
al., em 1983 compararam a produgdo de bacteriocina através de 16 cepas de lactococos em
diferentes meios, concluindo que meios complexos sfo essenciais para produgdo de
bacteriocina. J4 Biswas ef al., em 1991 (citado por Parente e Hill, 1992-a) analisaram o efeito
dos ingredientes de um meio complexo na produgdo de pediocina AcH, dizendo que a glicose
foi considerada a melhor fonte de carbono, a presenca de Tween 80 e Mn** conduziram a
méxima biomassa e producio de bacteriocina, as quais foram estabilizadas pela presenga do
Mg?*. Em alguns casos, Tween 80 tem sido considerado interferente com subsequente
formagdo de precipitado de sulfato de aménio das bacteriocinas.

Estes autores analisaram e compararam fatores que afetam a producdo de duas
bacteriocinas de bactéria acido latica. Para isso, utilizaram culturas de Enterococcus faecium
DPC1146 e Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis DPC3286 que cresceram em
meio M17, contendo 0,5% de glicose a 37°C e 30°C por 16h, respectivamente, e mantidas
congeladas em glicerol 25%. Como microrganismos teste para a atividade antibacteriana
foram utilizados a Listeria innocua DPC1770 e Lactococcus lactis subsp.lactis MG1614, que

se desenvolvem em produtos derivados de leite. Foram produzidas a enterocina 1146 ¢ a

13



REVISAO BIBLIOGRAFICA

lactocina D a 37°C e 30°C, respectivamente por 16h, utilizando meio complexo contendo
(g.L"): glicose (10,0), extrato de levedura (0,0 — 10,0), triptona (2,5 — 12,5), sodio B-
glicerofosfato (19,0), MgS04.7H,0 (0,25), MnSO4.4H,O (0,05) e Tween 80 (0,0 — 4,0),
variando o pH entre 6,0 e 7,0, ajustados imediatamente antes da esterilizagdo a 121°C por 15
min. Os resultados obtidos foram de 0,442 O.D. e atividade de 1408 BU.mL" para a
enterocina 1146, quando se usou 10,0 g.L" de triptona, 2,5 gL de extrato de levedura, 1,0
gL' de Tween 80 e pH 6,75. A produgdo maxima de lactocina D foi de 0,321 O.D.,
conseguida com 7,5 g.L™! de triptona, 5,0 g.L"! de extrato de levedura, 0,0 g.L" de Tween 80 e
pH 6,50, enquanto a maxima atividade (3392 BU.mL™), foi obtida com 5,0 g.L"! de triptona,
7,5 gL de extrato de levedura, 1,0 gL' de Tween 80 e pH 6,75. Os autores salientaram que
o pH final da enterocina diminuiu, ficando entre 4,1 e 4,6, enquanto que no caso da lactocina,
o mesmo ndo alcancou valores menores que 5,4. A O.D. a 600nm foi usada como medida
indireta de biomassa, e a atividade em BU.mL" foi empregada como a quantidade de
bacteriocina necesséria para obter 50% de inibicdo do microrganismo teste comparado com o
padrio (sem a bacteriocina) (Parente e Hill, 1992-a).

Franz et al. (1996) estudaram a produgdio e caracterizagdo da enterocina 900, uma
bacteriocina produzida por Enterococcus faecium BFE 900 isolada de azeitonas pretas e,
também, analisaram a influéncia do pH na produgdio deste lantibiético. O pH inicial de
amostras de caldo MRS foi ajustado para pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 e 10,0 e
inoculados com 1% de culturas produtoras de bacteriocina, que foram deixadas crescer durante
4 noite a 30°C. As pré-fermentacdes foram usadas (1%) para inocular meios MRS de
diferentes composicdes, com pH inicial 6,5, cultivados aerobicamente a 30°C por 24h,

utilizando como microrganismo teste para atividade antibacteriana o Lactobacillus sake DSM

14
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20017. Os melhores resultados foram obtidos em meios de cultura com pH entre 6,0 e 10,0 e
valores de produgdo variando entre 8,81 e 9,28 log CFU.mL’, onde a atividade de
bacteriocina alcangou 6400 AU.mL’. A unidade de atividade arbitraria (AU) foi definida
como a diluicio mais alta, que produzia uma zona clara de inibicdo em placa de Petri
inoculada com o microrganismo teste com adi¢do da bacteriocina. Sendo multiplicado por um
fator de 100 para obter a unidade AU.mL™" da amostra original.

Parente et al. (1997) relataram que, usualmente, a produgéo de bacteriocina mostra
cinética metabolica primdria, iniciando logo que o crescimento da célula comega, cessando
no/ou imediatamente antes do fim do crescimento da mesma. A diminui¢do na atividade da
bacteriocina pode ser resultado de degradacdio da mesma por proteases especificas ou néo
especificas, ou adsorgdo na célula produtora. Alguns fatores que aceleram o crescimento da
célula aumentam a produgdo de bacteriocina. Sendo que a maior produgéo de bacteriocina €
obtida em meio rico e quando o pH é controlado. Este tem uma forte influéncia ndo somente
na producgdo de bacteriocina, mas também na adsorgdo/degradag@io. Os autores observaram
também que, embora a produgdo de bacteriocina estivesse associada ao crescimento celular,
niio houve relagdo entre a sua taxa de crescimento e a de produgéo. Na produgéo de bavaricina
MN por Lactobacillus bavaricus MN em fermentagGes continua e batelada, o pH tem papel
mais importante que a taxa de crescimento celular. Em fermentagdo continua a produgdo de
nisina é regular, pois parte permanece aderida as células, enquanto que em batelada a sua
produgdo ¢ afetada pela fonte de carbono.

Parente e Ricciardi (1994) e Parente er al. (1997) utilizaram o Enterococcus faecium
DPC1146 como produtor da enterocina 1146 (E1146) e Listeria innocua BL86/26 como
indicador para o ensaio de E1146. As culturas de E. faecium DPC 1146 cresceram em caldo

M17 com 0,5% de glicose (GM17) a 37°C e a Listeria innocua BL86/26 em caldo triptona de
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soja com 0,6% de extrato de levedura a 30°C (TSBYE) e foram armazenadas a 4°C. Para
ensaios biolégicos e quimicos, o caldo de cultura foi centrifugado, a biomassa foi lavada com
4gua destilada e seca a 105°C por 24h para quantificar o peso celular seco. O sobrenadante foi
filtrado em membranas de HV Millipore para esterilizar, sendo estocados a —20°C. A atividade
de bacteriocina em MBU.L" (10° unidades de bacteriocina por litro) foi medida por ensaios
fotométricos, enquanto o substrato residual foi quantificado usando o método do &cido
dinitrosalicilico.

Parente e Ricciardi (1994) analisaram a influéncia do pH na produc¢io de enterocina
1146 em fermentagéio tipo batelada, utilizando reator agitado com turbinas Rushton. O meio
empregado continha a seguinte composi¢do (g.L™"): glicose (10,0); triptona (7,5); caseina
hidrolisada (5,0); extrato de levedura (2,5); KH,POs4 (5,0); Tween 80 (2,0); MgSO4.7H,0
(0,25); MnSO4.4H,0 (0,05); velocidade de agitagéo controlada em 300rpm € pHinicial 5,0, que
durante as diferentes fermentacdes foi controlado em 5,0; 5,5; 6,0 e 6,5, sendo o meio
esterilizado a 121°C por 15 min. O indculo cresceu em meio com KH,PO4 substituido por
sédio PB-glicerofosfato (19g.L™") e pH ajustado para 6,8 antes da esterilizacdo. O meio do
fermentador foi inoculado com 5% (v/v) de cultura de Enterococcus faecium DPC1146 do
inéculo e incubado a 37°C por 16h.

Estes autores observaram que, para o Enferococcus faecium DPC1146 durante a
fermentacdo em batelada a pH 5,5, a produgéo de enterocina 1146 (E1146) iniciou quando
comegou o crescimento e cessou ao final do mesmo (Figura-3.3). A atividade maxima de
bacteriocina (1,96 MBU.L™) foi obtida apés 7h, ao final do crescimento celular, onde a
atividade da mesma comega a decrescer. Resultados similares foram obtidos a pH 6,0 e 6,5,

enquanto que a produgdo de bacteriocina foi muito menor a pH 5,0, como mostrado na Figura
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3.4. Picos similares na atividade foram observados para outras bacteriocinas. Dois
mecanismos podem ser responsaveis pela redug@o da atividade das bacteriocinas, que sfo a
adsorcdo nas células e a sua degradagdo proteolitica. As técnicas de Yang er al. (1992)
utilizadas por Parente e Ricciardi em 1994, mostraram que a E1146 ¢ fortemente adsorvida em
células vivas ou mortas a pH 4,5. Apds a adsor¢do, quantidades significantes de bacteriocinas
(60 — 80%) podem ser liberadas das células mortas pelo calor usando NaCl a pH 2,0, enquanto
que somente 2 — 5% da atividade adsorvida pode ser liberada de células vivas (Parente e

Ricciardi, 1994).

X (g™ Q; Ellas (MU I~ O
Eii%E | MBL1-1)

Figura 3.3: Biomassa (0; X, gL™), Figura 3.4: Atividade de bacteriocina
concentragao de substrato (A; S, gl e (MBU.L') durante a fermentagio em
atividade de bacteriocina (o; E1146, batelada com glicose por Enterococcus
MBUL") durante a fermentagio em faecium DPC1146 a pH 5,0 (0); 5.5 (A);
batelada com glicose por Enferococcus 6.0 (0) ¢ 6,5 (®).

faecium DPC1146.

Parente et al. (1997) analisaram o crescimento e produgdo de bacteriocina por
Enterococcus faecium DPC1146 em fermentagdo batelada e continua, utilizando reator agitado

com turbinas Rushton e meio basal para sua produgdo com a seguinte composi¢do (gL™):
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peptona de soja neutralizada (6,0); extrato de levedura (5,0); KH,PO4 (1,0); Tween 80 (2,0);
MgS0,.7H,0 (0,25); MnSO4.H,0 (0,05); pH 4,5 e cinco diferentes concentragdes de glicose
(5, 10, 20, 25 e 30 g.L™"). O meio foi esterilizado a 121°C por 15 min. e o seu pH ajustado a
5,5 com NaOH, imediatamente antes da inoculagé@o. Para o crescimento do in6culo foi usado
glicose (10 g.L™") e sédio B- glicerofosfato (19 g.L™") que substituiu 0 KH,PO4, o pH foi
ajustado para 6,8 com HCI, antes da esterilizagdo. O meio do fermentador foi inoculado com
6% (v/v) de cultura de Enterococcus faecium DPC1146 do in6culo e incubado a 37°C a
200rpm. Nas fermentagdes tipo batelada foram avaliados os efeitos de concentragfo inicial de
glicose nas cinéticas de crescimento e produgfo de enterocina 1146 (E1146). A produgéo de
enterocina mostrou-se associada ao crescimento celular, aumentando lentamente ap6s Sh,
atingindo a maxima produgéo (2,8 MBU.L") e consequentemente a méxima atividade, no fim
do crescimento celular. A méaxima concentracdo de biomassa (2,4 g.L™") e de enterocina foram
obtidas com concentra¢do inicial de glicose de 20 gL' (Figura 3.5). Em uma maior
concentragdo inicial de glicose, o crescimento foi mais lento e a concentragéo de biomassa no
fim da fermentagdo foi menor (1,9 e 1,7 gL' a concentragio de 25 e 30 gL’
respectivamente). Na Figura 3.6 ¢ apresentada uma compara¢do da producdo de enterocina

com meios contendo glicose a concentragdes variando entre 5 € 30 22 W
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Figura 3.5: Cinética de crescimento de Figura 3.6: Cinética de enterocina 1146 (E,
Enterococcus faecium DPC1146 (O; X, MBU.L"') produgio por Enterococcus
peso de célula seca - g.L™), produgdo de faecium DPC1146 durante a fermentacdo
acido latico (A; P, g.L™"), consumo de em batelada a 37°C e pH 5,5 em meio
glicose (o; S, gL' e produgdo de contendo 5 (0O), 10 (A), 20 (o), 25 (e) € 30
enterocina 1146 (e, E, MBU.L™") em meio (A) gL' de glicose.

contendo 20 gL' de glicose durante a
fermentag¢do em batelada a 37°C e pH 5,3.

Estes autores relataram que, a inibicdo nfo competitiva de crescimento celular por
4cido latico tem sido citada por vérios pesquisadores e concomitantemente a cinética de
inibicdo por produto e substrato para o Lactobacillus delbrueckii. No entanto, o Enterococcus
faecium DPC1146 pareceu ser extremamente sensivel & inibiho por écido latico e
possivelmente pelo substrato. Nas fermentages em batelada com glicose (5 - 25 glh), a
atividade de bacteriocina alcangou um pico antes do final do crescimento e entdo diminuiu.
Para altas concentragdes de glicose (30 g.L™") a produgéo foi menor e nio foi observada uma
diminuicio na atividade, mas isto pode ser devido ao tempo relativamente pequeno usado para
incubag@o, a qual foi cessada ao final do crescimento exponencial. As taxas de produgdo da
enterocina média e méxima diminuem com o aumento da concentragdo inicial de glicose. Ha
falta de proporcionalidade entre atividade maxima de enterocina e a concentragdo inicial de

glicose, em relagdo as fermentagdes prolongadas (Parente ef al., 1997).
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Cintas et al. (1995) trabalharam com isolamento e caracterizagdo de pediocina L50,
uma bacteriocina de Pediococcus acidilactici, com extenso espectro inibidor. As bactérias
acido laticas sdo amplamente usadas como culturas iniciadoras de fermentacdes de laticinios,
carnes e vegetais, pois estas também tém potencial de inibir o crescimento de bactérias
patogénicas e esporuladas, melhorando, desse modo, a qualidade higi€nica e prolongando a
vida de prateleira de diferentes carnes e produtos derivados da mesma. Embora a redugéo de
pH e remogdo de carboidratos sejam os efeitos primérios exercidos por essas bactérias, elas
também produzem outras substéncias, tais como perdxido de hidrogénio, diéxido de carbono,
diacetil e bacteriocinas que sdo antagbnicas a outros microrganismos. Foram usados como
indicadores o P. acidilactici 347, Lactobacillus sake 148 e Listeria monocytogenes. Os autores
relataram também, que algumas caracteristicas conferem a pediocina L50 vantagens como
preservativo alimentar, pois inibem o crescimento bacteriano de todas as bactérias esporuladas
gram-positivo testadas, bem como patogénicas tal como Listeria monocytogenes, sendo que a
bacteriocina parece ser estavel sob ampla variedade de condigGes. A inclusdo dessa cepa pode
proteger alimentos refrigerados do crescimento de esporulados psicrotréficos e bactérias

patogénicas naturais de alimentos, tal como a Listeria monocytogenes.

3.2.2- Aplicagio e Uso

Entre os vérios usos e aplicagdes dos lantibidticos, cita-se a capacidade de inibir a
replicacdo de Herpes simplex virus-1, como por exemplo, a cinamicina. Como resultado dessa
atividade biologica, eles podem ter usos terapéuticos, incluindo o controle de pressdo
sanguinea alta e/ou de inflamagdo. Podem ser utilizados em produtos farmacéuticos, em

tratamento de acnes e também evitar o cdncer por a¢do de nitrito. A sensibilidade de bactérias

20



REVISAO BIBLIOGRAFICA

a agdo de cada lantibidtico é bastante variada, sendo que enterocinas possuem alta atividade
antimicrobiana, atuando sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas, entre elas a Listeria,
além de células vegetativas e esporos de variedades de cepas de Bacillus e Clostridium. Os
lantibidticos também sdo bastante eficazes para uso em alimentos fermentados e como
biopreservativos em alimentos industrializados e naturais, aumentando a vida de prateleira dos
mesmos, além de uma importante fungdo no desenvolvimento do aroma, como por exemplo,
no queijo durante o amadurecimento. O uso de lantibi6ticos como biopreservativos tem
aumentado consideravelmente, porque além de servirem como preservativos de alimentos, eles
também sdo capazes de substituir agentes quimicos (Parente ef al., 1997; Cintas et al., 1997;
Sahl ef al., 1995; Giraffa et al., 1995; Parente e Ricciardi, 1994; Gutowski-Eckel ef al., 1994;
Tarelli et al., 1994; Schillinger et al., 1993; Klein et al., 1992; Barnby-Smith, 1992; Parente e

Hill, 1992-a; Parente e Hill, 1992-b).

3.2.3- Atividade da enterocina

Segundo Lyon ef al. (1995) nos dltimos anos, tem-se noticiado varios casos de doengas
com alimentos contaminados por microrganismos, entre eles a Listeria monocytogenes,
infectando mulheres gravidas, recém nascidos e outros. Refrigeragdo e outros métodos de
conservacio nio tém prevenido a sobrevivéncia e crescimento da L. monocytogenes em
alimentos contaminados.

Bactérias da familia dos enterococos, microrganismos gram-positivo e gram-negativo
incluindo bactérias 4acido laticas, tém sido usadas para produzir bacteriocinas, que sao
frequentemente ativas contra patogénicos ou organismos esporulados de grande ocorréncia em

alimentos. A enterocina foi utilizada, por muitos autores, para inativar determinados
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microrganismos, verificando sua atividade inibidora, dos quais alguns estdo citados na Tabela
3.2 (Cintas ef al., 1997; Franz et al., 1996; Aymerich et al., 1996; Lyon et al., 1995; Giraffa er
al., 1995; Parente e Ricciardi, 1994; Tarelli ez al., 1994; Olasupo et al., 1994; Bierbaum ef al.,

1994; Parente e Hill, 1992-a; Parente e Hill, 1992-b).

Tabela 3.2: Atividade da enterocina sobre alguns rrﬁcrogga.nismos

Microrganismo Atividade Inibidora
Lactobacillus sake +
Lactobacillus fermentum +-

Lactobacillus plantarum -

Lactobacillus buchneri +-
Clostridium tyrobutyricum &

Clostridium perfringens -
Enterococcus faecalis + -
Listeria innocua +
Listeria spp +
Listeria monocytogenes +
Staphylococcus aureus + -
+ -

Staphylococcus carnosus

Lactococcus cremoris -

(+) inibido e (-) ndo inibido

Franz et al. (1996) também avaliaram o efeito do pH na atividade da enterocina; para
isso, o pH do sobrenadante de culturas produtoras de enterocina foi ajustado entre 2,0 e 10,0
com NaOH ou HCI 6N, usando como microrganismo teste para a atividade antibacteriana o

Lactobacillus sake DSM 20017. Os resultados obtidos mostraram que a enterocina foi mais
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ativa em sobrenadantes ajustados a pH 6,0 e para os de pH entre 3,0 e 9,0, no entanto, a
atividade da enterocina foi baixa.

Tarelli et al. (1994) relataram que o leite foi um meio apropriado para producéo de
bacteriocina durante o processo de fabricac@io de queijo fresco. Subsequentemente, pesquisas
mostraram que o crescimento de Listeria spp. em queijo camembert foi inibido por substéncias
produzidas por bactérias, sendo que enterocina 1146 e enterocina 226 NWC de Enterococcus
faecium e Enterococcus faecalis, respectivamente, inibiram o crescimento de Listeria

monocytogenes.

3.3 — CAPACIDADE DE MULTIPLICAGAO DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos nos produtos alimenticios sdo normalmente controlados por
exclusio ou remocdo e inibicdo de multiplicagdo ou destruicdo. Os processos atualmente
usados dependem da sensibilidade dos microrganismos a serem controlados e da prépria
natureza do produto. Caracteristicas importantes dos microrganismos incluem sensibilidade ao
calor ou ao frio, necessidade de 4agua, sensibilidade a acidos ou alcalis, radiacdo e a
substancias quimicas com acdo antimicrobiana. Em termos praticos, essas caracteristicas s&o
exploradas pelo resfriamento, congelamento, pasteurizagdo, enlatamento, secagem, salga,
adicdio de agiicares, fermentagdo, tratamento por radiagdo ionizante e uso de conservantes. A
gama de valores do pH nas quais alguns microrganismos podem se multiplicar ¢ mostrada na

Tabela 3.3 (Comisso Internacional para Especificagdes Microbiologicas dos Alimentos).
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Tabela 3.3: Limites de pH que permitem inicio de desenvolvimento de vérios microrganismos,
em meios de culturas laboratoriais ajustados com écido ou lcali fortes'

Microrganismo pH minimo pH maximo
Escherichia coli 4.4 9,0
Clostridium botulinum 4,7 8.5
Enterococcus spp. 4,8 10,6
Streptococcus faecium 4,4-4,7 9,2

TICMSF, 1980°% Tabela 5.3, p.101 (condensado).
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- MEIOS DE MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS

4.1.1- Microrganismo

Os microrganismos utilizados para a produc¢do de enterocina foram os Enterococcus
faecium CCT5079 (Colegdo de Culturas Tropical) e NRRL1295 (National Center For

Agricultural Utilisation Research).

4.1.2- Enterococcus faecium — cultura estoque

O microrganismo produtor da enterocina cresceu em tubos de ensaio inclinados
contendo 7mL de meio basal (20g.L" de agar), citado na Tabela 4.1, sendo que nesta etapa a
concentragdo de glicose foi de 5g.L"' e o pH ajustado para 6,8, antes da esterilizagéo a 121°C
por 15 min. O crescimento ocorreu a 37°C por 24h sem agitag&o.

Tabela 4.1: Composi¢do do meio basal de fermentacdo

Composto Concentrag¢io (g.L7)
Glicose 20,0
Triptona L3
Extrato de levedura 5,0
KH,PO, 2.0
MgS04.7H,0 0,25
MnS0,.4H,0 0,05
Tween 80 2,0

Ajuste do pH com NaOH 2N ou HCI 2N
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4.1.3- Pré-inoculo

Para o preparo do pré-inoculo, utilizou-se uma amostra da cultura estoque (item 4.1.2)
para inocular 200mL de meio basal nas mesmas proporgGes e condi¢des anteriores. Apds 24h,
5mL deste meio foram distribuidos em tubos de ensaio contendo 5mL de glicerol 40%,

previamente esterilizados e posteriormente congelados.

4.1.4- Microrganismos teste

Foram utilizados como microrganismos teste para a atividade antibacteriana o
Rhodococcus equi, Enterococcus faecalis, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus buchneri,
crescidos em tubos de ensaio inclinados contendo 7mL de caldo MRS (20g.L™ de agar), sendo
a concentragdo de glicose de 20g.L” e o pH ajustado para 6,8, antes da esterilizagio a 121°C
por 15 min. O crescimento ocorreu a 37°C por 24h sem agitagéo. Os tubos foram mantidos em

refrigerador.

4.2- MEIO DE FERMENTACAO E PRODUGCAO DE ENTEROCINA

4.2.1- Inoculo

Um tubo com as culturas descritas no item 4.1.3 foi utilizado para inocular 400mL de
meio basal (Tabela 4.1), com o pH ajustado para 6,8 antes da esterilizagdo a 121°C por 15

min, sendo este incubado a 37°C por 24h sem agitac&o.
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4.2.2- Producio de enterocina em fermentacao tipo batelada em frascos de Erlenmeyer

4.2.2.1- Defini¢é@o preliminar das condi¢des operacionais

A primeira etapa das fermentagdes realizou-se em frascos de Erlenmeyer de 500mL
contendo 200mL de meio basal (Tabela 4.1), esterilizados a 121°C porl5 min. Estes foram
inoculados com 10% v/v de indculo (item 4.2.1) e incubados por 24h com agitagédo de 200rpm.
Nesta etapa, que compreendeu o estudo da influéncia de algumas condigdes operacionais na
produgdo de enterocina, foi empregado um planejamento estatistico fatorial, analisado através
do software “statistica for Windows 5.0, para determinaco das varidveis mais importantes do
processo. As varidveis independentes foram: microrganismo produtor, temperatura de
incubacdo e pHinicial A varidvel resposta foi a atividade de enterocina, determinada para cada
ensaio, segundo protocolo descrito no item 4.3.2.

A Tabela 4.2 apresenta os valores reais das varidveis correspondentes aos niveis

inferior (-1) e superior (+1), do planejamento estatistico fatorial.

Tabela 4.2: Niveis das variaveis do planejamento fatorial completo

NIVEIS
VARIAVEIS

-1 +1

Microrganismo Enterococcus faecium NRRL1295 | Enterococcus faecium CCT5079

Temperatura (°C) 30 37

PHinicial 5 8
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A Tabela 4.3 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo 2°> na forma

codificada.

Tabela 4.3: Matriz do planejamento fatorial completo 2°

Ensaios Microrganismo Temperatura PHinicial
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 ! -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 el
7 -1 +1 +1
8 +1 %] s

4.2.2.2- Influéncia das concentragdes de triptona e extrato de levedura

Ap6s a definigdo do melhor microrganismo produtor de enterocina e das melhores
condicdes de temperatura de incubag@o e pHinicia, estes resultados foram utilizados nas
fermenta¢des em frascos de Erlenmeyer de 500mL contendo 200mL de meio basal (Tabela
4.1), no qual variou-se as concentragdes de triptona e extrato de levedura, conforme a Tabela
4.4, para avaliar a influéncia dessas varidveis na produgdo de enterocina. Os meios foram

inoculados com 10% v/v de indculo (item 4.2.1) e incubados por 24h com agitagéo de 200rpm.
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Tabela 4.4: Composicdo do meio basal variando a concentragdo de triptona e extrato de
levedura

P : 2 CONCENTRAci(; @L) : :
Glicose 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Triptona 7,5 10,0 50 7,5 7,5 10,0
Ext. Levedura 5,0 5,0 5.0 7,5 2,5 7,5
KH,PO, 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
MgSO;7H0 025 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
MnSO;H,0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Tween 80 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

4.2.2.3- Influéncia do pHiniciat N0 meio contendo glicose ou sacarose

Utilizando-se o melhor microrganismo produtor da enterocina e as melhores condigdes
de temperatura de incubagdo e composi¢do do meio, fez-se fermentagSes com triagem do
melhor pHiniciat de acordo com o item 4.2.2.1. Foram testados valores de pHinicial d¢ 7 @ 12, em
meio basal, com concentragdes de glicose ou sacarose de 20g.L™". O crescimento ocorreu em
frascos de Erlenmeyer de 500mL contendo 200mL de meio definido no item 4.2.2.2, que

foram inoculados com 10% v/v de inéculo (item 4.2.1) e incubados por 24h com agitag¢do de

200rpm.
4.2.2.4- Influéncia da composi¢do do meio basal

Fez-se fermentacdes em frascos de Erlenmeyer de 500mL contendo 200mL de meio

basal em diferentes composi¢des, utilizando-se sacarose segundo a Tabela 4.5, com pHinicial
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definido no item 4.2.2.3. Estes meios foram inoculados com 10% v/v de in6culo (item 4.2.1) e

incubados a uma temperatura j& definida (item 4.2.2.1), por 24h com agitagdo de 200rpm.

Tabela 4.5: Meio basal em diferentes composi¢Ges utilizando sacarose

COMPOSTO . CONC;ENTRA(;A(; eL) - -
Sacarose 10,0 20,0 30,0 40,0 60,0 120,0
Triptona L1 10,38 9,43 8,35 6,39 2,09

Ext. Levedura 8,83 7,93 7,07 6,25 4,79 1,57
KH,PO4 2,36 2,12 1,89 1,67 1,28 0,42

MgS04.7H,0 0,30 0,26 0,24 0,21 0,16 0,05

MnS0,4.H,0 0,06 0,053 0,047 0,042 0,032 0,011
Tween 80 2,36 2,12 1,89 1,67 1,28 0,42

4.2.2.5- Influéncia da concentracéo de sacarose

Fez-se fermentagdes em frascos de Erlenmeyer de 500mL contendo 200mL de meio,
com sua melhor composicdo determinada no item 4.2.2.2 e o melhor pHiniciat definido no item
4.2.2.3, utilizando-se diferentes concentragdes de sacarose (g.L'l): 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 60,0;
80,0; 100,0; 120,0; 140,0 e 150,0. Estes meios foram inoculados com 10% v/v de modculo
(item 4.2.1) e incubados a uma temperatura ja definida (item 4.2.2.1), por 24h com agitacdo de

200rpm.
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4.2.3- Producio de enterocina em fermentacio tipo batelada em fermentador de bancada

Apds a definicdo das melhores condi¢bes de composigdo, concentragéo de substrato,
temperatura de incuba¢io e pHiniciar d0 meio basal, em fermentagdo tipo batelada, foram feitas
fermentacdes em fermentador de bancada para estudar o efeito das seguintes condigcdes
operacionais: aeragcdo (anaerdbia e aerébia - 1,5VVM), alimentagdo do meio em batelada
alimentada e convencional.

As fermentagdes foram conduzidas em fermentador de bancada tipo “New-Brunswick-

Bioflow IIT”.

4.2.3.1- Influéncia da aeragdo

Para determinacdo da influéncia da aeragio no sistema, foram conduzidas
fermentagGes separadamente, uma sem aeragdo e outra com aeracdo de 1,5VVM, em
biorreatores contendo 4L de meio basal. A composicdo do meio, a concentrag@o de substrato,
a temperatura de incubag@o e 0 pHinicial empregado, foram previamente selecionados de acordo
com os itens 4.2.2.2, 4.2.2.5, 4.2.2.1 e 4.2.2.3, respectivamente. O equipamento foi inoculado

com 10% v/v de indculo (item 4.2.1) por 24h a 200rpm.

4.2.3.2- Influéncia da aeragéo e alimentagdo em fermentag@o tipo batelada alimentada

Ap6s definir a cinética de fermentagdo (itens 4.2.3.1), fez-se fermentagdo com
alimentacio do tipo batelada alimentada. O bioreator, contendo 2L de meio definido
anteriormente, foi inoculado com 10% v/v de indculo (item 4.2.1), incubado & temperatura

definida no item 4.2.2.1, por 20h com agitagdo de 200rpm e aeragdo de 1,5VVM. Apoés as 20h
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de fermentagdo, cessou-se a aeragdo e alimentou-se o equipamento, de uma s6 vez, com 2L do

mesmo meio, ocorrendo a fermentagdo por mais 12h, completando assim 32h de cultivo.

4.2.4- Cultivo do microrganismo teste

O cultivo dos microrganismos teste foi realizado em frascos de Erlenmeyer de 500mL
contendo 200mL de caldo MRS com concentragdo de glicose de 20g.L" e o pH ajustado para
6,5, esterilizado a 121°C porl5 min. Estes frascos foram inoculados com al¢adas de indculo
obtido no item 4.1.4 e incubados a 37°C por 24h com agitagdo de 200rpm.

O caldo MRS também foi utilizado como o meio de reagdo para determinacdo da

atividade de enterocina e como branco para zerar o espectro na leitura da absorbancia.

4.3- METODOS ANALITICOS

4.3.1- Determinac¢io de massa celular seca (MCS)

As amostras das fermentagdes foram centrifugadas a 5000rpm (4218,75g) por 20min; o
sobrenadante foi separado e a biomassa lavada por duas vezes com 4gua destilada, seguindo-se
de secagem em estufa a vacuo a 65°C até peso constante (~16h), sendo determinada a
quantidade de massa celular por diferenga de peso. O sobrenadante foi reservado para as

demais analises.
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4.3.2- Determinac¢io da atividade de enterocina (UE)

A atividade de enterocina foi determinada em tubos de ensaio contendo 5mL de caldo
MRS mais 1mL de meio fermentado do microrganismo teste e mais 2mL do sobrenadante, que
continha a enterocina, obtido no item 4.3.1, com o pH ajustado para 6,5. Os tubos foram
incubados a 37°C por 6h, juntamente com um tubo contendo 7mL de caldo MRS e ImL de
meio fermentado do microrganismo teste, que foi denominado como padrdo. Apds, tiveram
sua absorbancia lida em espectrofotémetro a 600nm, usando como branco um tubo contendo
8mL de caldo MRS. Os valores lidos, dos tubos contendo a enterocina, foram comparados
com o padréo para determinagéo da sua atividade.

Uma unidade de atividade de enterocina foi definida como a quantidade ou massa de
enterocina que reduziu a absorbancia da cultura do microrganismo teste de 0,1 unidade em
relacdo ao padrio.

Quando a fermentacdo era conduzida a 30°C, os tubos também eram incubados a esta
temperatura. Esta metodologia é uma modificagdo do procedimento descrito por Berridge &

Barret, 1952.

4.3.3- Determina¢ido da concentragio de glicose e sacarose (S)

A concentragdo de glicose foi determinada pelo método da glicose oxidase-peroxidase,
utilizando reagente Glicose Enz-Color da Biodiagndstico. No caso dos meios contendo
sacarose, uma aliquota do sobrenadante foi hidrolisada com igual volume de HCl 2N por Smin
em banho a 100°C e ap6s neutralizagdo com igual volume de NaOH 2N, determinou-se a

concentragdo de glicose, como descrito acima.
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4.3.4- Determinac¢ao de pH

A determinacgéo de pH de cada amostra foi feita através de potencidmetro.

4.4- ESTABILIDADE DA ENTEROCINA QUANTO A CONSERVACAO

Os testes foram realizados com o sobrenadante do meio fermentado contendo a
enterocina, obtido em fermentagdo com as melhores condi¢des de composi¢do do meio basal,
concentragdo de substrato, temperatura de incubagio € pHiniciac O pH do sobrenadante foi
ajustado a 6,5 e este distribuido em tubos de ensaio com tampa para analise dos efeitos

relativos ao congelamento e & temperatura de pré-incubagao.

4.4.1- Efeito do congelamento

Apds mantido alguns tubos (item 4.4) sob congelamento em “freezer” (-20°C), para os
tempos 0, 7, 14 e 60 dias, determinou-se a atividade de enterocina, segundo protocolo descrito

no item 4.3.2.

4.4.2- Efeito da temperatura de pré-incubacio

Apés o ajuste do pH, alguns tubos (item 4.4) foram submetidos a diferentes
temperaturas (40, 50, 60, 70, 80 e 90°C), sendo retirados em intervalos de tempo de 15min por

3h e usados para determinagéo da atividade de enterocina segundo protocolo descrito no item
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4.3.2. Podendo também ser determinado, neste item, o tempo de meia vida da enterocina, pela

equacdo (4.1).

4
In—=K-t
y (4.1)

Onde:

Ap — Absorbéncia inicial

A — Absorbancia final

K — Constante de velocidade de inibi¢do

t — Tempo
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- PRODUCAO DE ENTEROCINA EM FERMENTACAO TIPO BATELADA EM

FRASCOS DE ERLENMEYER

5.1.1- Definicdo preliminar das condi¢des operacionais

Nesta etapa foram definidos o melhor microrganismo e as melhores condigdes de

temperatura € pHiniia da fermentagdio para a producdo de enterocina. Os resultados foram

expressos em atividade de enterocina, utilizando-se os microrganismos teste Rodococcus equi,

Enterococcus faecalis, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus buchneri. Na Tabela 5.1 estdo

representadas as varidveis com os valores reais e os resultados de atividade obtidos.

Tabela 5.1: Matriz com os valores reais e as respostas de atividade de enterocina do
planejamento fatorial completo 2° para os microrganismos teste

Linhagem Atividade (UE) — Microrganismos teste
Ensaios T(CC) pH T T
E. faecium R. equi e v .
faecalis  fermentum buchneri
1 NRRL1295 30 2 0,0 0,45 0,0 0.0
2 CCT5079 30 5 0,37 0,34 0,0 0,0
3 NRRL1295 2 i 5 0.0 0,93 0,36 0,0
4 CCT5079 37 5 0,23 1,35 0,54 0,38
5 NRRL1295 30 8 0,0 0,84 0,0 0,0
6 CCT5079 30 8 0,36 0,43 0.0 0,0
7 NRRL1295 37 8 0,0 1,31 0,57 0,0
8 CCT5079 37 8 0,30 1,67 2,56 2,81
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Os resultados da Tabela 5.1 mostram que a melhor atividade de enterocina, ou seja, a
maior inibicio dos microrganismos testados ocorreu no ensaio de nimero 2, no qual o
microrganismo produtor utilizado foi o CCT5079, a temperatura de incubagdo de 30°C e o
pHinicias 5,0, para o R. equi com o valor de 0,37UE. Para os demais microrganismos teste a
melhor atividade ocorreu no ensaio de nimero 8,0, no qual o microrganismo produtor
utilizado foi o CCT5079, a temperatura de incubagdo de 37°C e 0 pHiniciat 8, atingindo os
valores de 1,67UE para o E. faecium, 2,56UE para o L. fermentum e 2,81UE para o L.
buchneri.

Aplicando o planejamento fatorial, obtendo-se as respostas através do software
“statistica for Windows 5.0”, tens-se como resultado as Tabelas 5.1a a 5.1d, que apresentam
os valores dos efeitos estimados para a resposta atividade de enterocina (UE). Os pardmetros

com (*) s#o estatisticamente significativos a um intervalo de confianga de 95%.

Tabela 5.1a: Valores dos efeitos estimados para a resposta de atividade de enterocina, usando
0 Rhodococcus equi como microrganismo teste

Fator Efeito Erro Padrao t(1) p
Média 0,1575* 0,0100* 15,7500* 0,0404*
Microrganismo 0,3150* 0,0200* 15,7500* 0,0404*
Temperatura -0,0500 0,0200 -2,5000 0,2422
pH 0,0150 0,0200 0,7500 0,5903
R*=0,99621

MS residual = 0,0008
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Tabela 5.1b: Efeitos estimados para a resposta de atividade de enterocina, usando o
Enterococcus faecalis como microrganismo teste

Fator Efeito Erro Padrao t(1) P
Média 0,9150* 0,0300* 30,5000* 0,0209*
Microrganismo 0,0650 0,0600 1,0833 0,4745
Temperatura 0,8000* 0,0600* 13,3333* 0,0477*
pH 0,2950 0,0600 4,9167 0,1277
R*=0,99577

MS residual = 0,0072

Tabela 5.1c: Efeitos estimados para a resposta de atividade de enterocina, usando o
Lactobacillus fermentum como microrganismo teste

Fator Efeito Erro Padrio t(1) p
Média 0,5037 0,2262 2,2265 0,2687
Microrganismo 0,5425 0,4525 1,1989 0,4426
Temperatura 1,0075 0,4525 2,2265 0,2687
pH 0.5575 0,4525 1,2320 0,4340
R*=0,92229

MS residual = 0,4095125

Tabela 5.1d: Efeitos estimados para a resposta de atividade de enterocina, usando o
Lactobacillus buchneri como microrganismo teste

Fator Efeito Erro Padrio t(1) p
Média 0,3987 0,3037 1,3128 0,4144
Microrganismo 0,7975 0,6075 1,3128 0,4144
Temperatura 0,7975 0,6075 1,3128 0,4144
pH 0,6075 0,6075 1,0000 0,5000
R*=0,89095

MS residual = 0,7381125
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A Tabela 5.1e e a Figura 5.1 apresentam os efeitos das varidveis estudadas sobre as

respostas analisadas.

Tabela 5.1e: Representagdo geral dos efeitos estimados para a resposta de atividade de
enterocina sobre 0s microrganismos teste

akor Efeitos
R. equi E. faecalis L. fermentum L. buchneri
Microrganismo 0,3150%* 0,0650 0,5425 0,7975
Temperatura -0,0500 0,8000* 1,0075 0,7975
pH 0,0150 0,2950 0,5575 0,6075
1,2 4
14
08 +
w064
g _
3
[r_\

0.4

Pardmetros

Figura 5.1: Representagdo geral dos efeitos estimados para a resposta de atividade dos
microrganismos teste. Microrganismo (m), Temperatura (m) € pH (=)

Analisando os resultados da Tabela 5.1e que estdo representados na Figura 5.1 sob a
forma de efeitos estatisticos, pode-se dizer que, para o Rhodococcus equi, a variavel de maior
significAncia em relagdo a produgdo de enterocina na resposta de sua atividade foi o
microrganismo Enterococcus faecium CCT5079. J& para o Enterococcus faecalis a variavel de

maior significAncia em relagdo & produgfio de enterocina na resposta de atividade foi a
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temperatura de 37°C e para o Lactobacillus fermentum e Lactobacillus buchneri os efeitos ndo
foram estatisticamente significativos. Os unicos efeitos significativos foram o microrganismo
Enterococcus faecium CCT5079 para atividade de enterocina sobre o Rhodococcus equi e a
temperatura de 37°C para o Enterococcus faecalis. No entanto, observa-se que, as maiores
influéncias na resposta dos efeitos foram o Enterococcus faecium CCT5079, temperatura de
37°C e pHiniciat 8,0, que correspondem ao nivel +1, com excegdo da temperatura de 30°C para
a atividade de enterocina sobre o Rhodococcus equi, porém com baixa influéncia.

Analisando os resultados experimentais de atividade e os efeitos estimados, visando
obter o maior valor possivel de atividade, conclui-se que o melhor microrganismo produtor de
enterocina é o Enterococcus faecium CCT5079 e as melhores condigdes sdo temperatura de
incubacio de 37°C e pHinicial 8,0.

Como os efeitos significativos estdo associados ao nivel +1, as respostas indicam que
as melhores atividades poderiam ser conseguidas, numa nova regido experimental, com niveis
superiores aqueles estudados. Porém, a otimizagdo das condi¢Ses operacionais nao foi
realizada, devido a utilizacio de uma varidvel qualitativa (tipo de microrganismo) ¢ uma

quantitativa restritiva (temperatura) a fermentagao.

5.1.2- Influéncia das concentracdes de triptona e extrato de levedura

Apdés a definicdo do item 5.1.1, utilizou-se os melhores resultados em novas

fermentacdes, para avaliar a influéncia das concentragdes de triptona e extrato de levedura no

meio basal (Tabela 4.4). Estes meios foram ajustados a pHinicial 8,0, sendo mmoculados com

Enterococcus faecium CCT5079 e entdo incubados a 37°C.
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A partir deste experimento, utilizou-se como microrganismo teste somente o
Enterococcus faecalis, devido a sua facilidade de manutengdo quando comparado aos outros
microrganismos utilizados como teste.

Os resultados das fermentacoes em fun¢do do pHgna, massa celular seca e atividade,

estdo apresentados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Valores de pHgna, massa celular seca (MCS) e atividade (UE) de producao de
enterocina por Enterococcus faecium CCT5079 com variagdo da concentracdo de triptona e
extrato de levedura no meio basal

Concentra¢do (g.L7)

Jaios Triptona Ext. Levedura PHfina MES (g.L'l) DE
1 7,5 5,0 4,55 0,90 1,16
2 10,0 5.0 4,58 0,92 1.23
3 5,0 5,0 4,52 0,84 119
- 7,5 15 4,58 0,91 1,08
5 7.5 2,5 4,58 0,88 1,21
6 10,0 1,5 4,54 0,94 1,26

Comparando-se os resultados de atividade de enterocina (Tabela 5.2) representados
também pela Figura 5.2, percebe-se uma pequena diferenga nos valores, indicando, porém,
que o ensaio de nimero 6 € o que apresentou maior atividade de enterocina, atingindo 1,26UE,
sendo, portanto este, considerado como o melhor resultado de atividade para estes ensaios.

Devido a estes resultados, as demais fermentagdes foram realizadas com composi¢do
do meio basal de 10g.L" de triptona e 7,5 gL' de extrato de levedura, para garantir o excesso

destes nutrientes no meio.
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Figura 5.2: Valores de pHina (m), massa celular seca (m) e atividade (m) na produgdo de
enterocina por Enterococcus faecium CCT5079 com variagdo da concentragdo de triptona e

extrato de levedura no meio basal.

Da mesma forma, pode-se observar na Tabela 5.2 ¢ na Figura 5.2 que os resultados de
pHima € massa celular seca, apresentaram pequena variagdo nos seus valores, proximos a 4,55
e 090g.L" respectivamente. Realizou-se também, nestes primeiros experimentos, a
determinagdo da concentragiio de substrato pelo método de Somogy-Nelson, porém ndo se

obteve resultados positivos, devido ao método ndo ser o ideal para as concentragdes e/ou meio

utilizados.

Nesta etapa, fez-se um teste utilizando o soro de queijo em po, que fornecesse 20g.L”
de lactose, como substituto da glicose, para avaliar a produgdo de enterocina. O resultado

obtido foi negativo, ou seja, o meio contendo soro de queijo apés fermentado ndo inibiu o

Enterococcus faecallis.

42



RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.3- Influéncia do pHijpicia D0 meio contendo glicose ou sacarose

Com o microrganismo Enterococcus faecium CCT5079 como produtor da enterocina e
a composi¢do do meio basal definida no item 5.1.2, utilizando-se nesta etapa concentragdes de
glicose e sacarose de 20g.L", fez-se fermentagdes com pHiniciat Variando de 7 a 12, com os
meios sendo incubados a 37°C.

Na Tabela 5.3 estdo descritos os resultados das fermenta¢cdes em termos de pHina,
massa celular seca e atividade de enterocina, em fungfo do pHinicial, para a glicose ou sacarose,

como fontes de carbono.

Tabela 5.3: Valores de pHina, massa celular seca (MCS) e atividade (UE) de produgéo de
enterocina por Enterococcus faecium CCT5079 em meio basal com glicose ou sacarose como

fontes de carbono

Ensaios pHinicia Glicose (20g.L™) Sacarose (20g.L™")

pHga MCS(@gL’)  UE pHpea  MCS(gL")  UE
1 7 4,72 0,77 1,24 4,88 0,98 1,26
2 8 4,76 0,76 1,38 4,94 0,97 1,42
3 9 4,57 0,85 1,86 4,82 0,73 259
4 10 5.82 0,69 2,97 7,08 0,65 2,69
5 11 8,50 0,44 0,98 8,89 0,48 1,21
6 12 9.88 0,56 0,68 10,46 0,52 0,80

Analisando-se os resultados de atividade de enterocina (Tabela 5.3), representados nas
Figuras 5.3a para glicose e 5.3b para sacarose, ambas relacionadas na Figura 5.3c, observa-se
que, a atividade de enterocina cresceu com o aumento do pHinicial de 7,0 a 10,0, alcancando os

valores maximos de 2,97UE e 2,69UE, para os meios contendo glicose e sacarose,
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respectivamente. Para pHs maiores, 11,0 e 12,0, a atividade de enterocina caiu drasticamente

em ambos 0S8 casos.
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Figura 5.3a: Valores de pHgna (m), massa celular seca (m) e atividade (=) na produgdo de
enterocina por Enterococcus faecium CCT5079 em meio basal contendo glicose em diferentes

pHinicial
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Figura 5.3b: Valores de pHpina (m), massa celular seca (m) e atividade (=) de produgdo de
enterocina por FEnterococcus faecium CCT5079 em meio basal contendo sacarose em

diferentes pHinicial
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Em ambos os casos, nos meios contendo glicose ou sacarose, 0 pHpna cresce com o
PHinicials OU seja, com o aumento do pHiniciai 0 decréscimo do pH ao longo do tempo de
fermentacdo ¢ menor. A massa seca cresce inicialmente, até pHincia 9,0 para a glicose e
PHinicial 8,0 para a sacarose, decrescendo para os pHs superiores.

A Figura 5.3c apresenta uma comparagdo da atividade de enterocina produzida nos
meios contendo glicose ou sacarose, em fung@o do pHinicia. Os melhores resultados, para
ambos os casos, foram obtidos em fermentagdes realizadas com pHiniciar 10,0. Observa-se
também que, os valores de atividade de enterocina do meio contendo glicose s&o menores
quando comparados ao meio com sacarose, para cada pHinicial, COM exce¢ao do pHinicial 10,0.
Logo, a partir deste experimento, adotou-se 0 pHisiciar 10,0 € a sacarose como fonte de

carbono, baseando-se nos resultados e no seu baixo custo.

Atividade (UE)

7 g 9 10 11 12

pH'inicial
Figura 53c: Valores da atividade de enterocina produzida por Enferococcus Jfaecium
CCT5079 em meio basal contendo glicose (m) ou sacarose (=) como fonte de carbono em
fung@o do pHinicial
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5.1.4- Influéncia da composi¢ao do meio basal

A influéncia das diferentes composi¢cdes do meio basal, para a produ¢do de enterocina,
foi analisada conforme a Tabela 4.5, utilizando-se como microrganismo produtor o
Enterococcus faecium CCT5079, sendo estes meios ajustados a pHiniciar 10,0 € incubados a
37°C.

Os resultados das fermentagdes sdo mostrados na Tabela 5.4 e Figura 5.4, em fungdo

do pHgnal, massa celular seca e atividade de enterocina.

Tabela 5.4: Valores de pHgya, massa celular seca (MCS) e atividade (UE) na producdo de
enterocina por Enterococcus faecium CCT5079 no meio basal em diferentes concentracoes

Ensaios pHiina MCS(g.L?) UE
1 6,80 0,23 2,36
2 6,85 0,24 2,68
3 7,72 0,11 2,55
4 7,34 0,12 2,65
5 8,19 0,06 2,43
6 6,33 0,19 2,97

Comparando-se os resultados de atividade (Tabela 5.4 e Figura 5.4), juntamente com
os valores de pHgy € massa celular seca, percebe-se que ndo ha diferenca significativa em
seus valores, com excecdo do pH e das atividades dos ensaios 1 e 6, que apresentam variagéo
um pouco maior. Baseando-se nestas respostas, pode-se dizer que a atividade da enterocina €

pouca influenciada pela variagdo da concentragdo dos constituintes do meio basal.
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Figura 5.4: Valores de pHpn (m), massa celular seca (m) e atividade (=) na produgdo de
enterocina por Enterococcus faecium CCT5079 no meio basal em diferentes concentragoes

Com base nestes resultados, adotou-se para os experimentos subsequentes a
composi¢do do meio apresentada na Tabela 4.4 para os constituintes (g.L™"): KHPO,4 2,0;
MgS04.7H,0 0,25; MnSO4.H,0 0,05 e Tween 80 2,0; para a triptona e extrato de levedura as

concentragdes de 10,0 g.L‘l e 7,5 g.L"', respectivamente, definidas no item 5.1.2.

5.1.5- Influéncia da concentracio de sacarose

Utilizando-se como microrganismo produtor de enterocina o Enterococcus faecium
CCT5079, fez-se fermentagdes com meio basal em diferentes concentragdes de sacarose,

variando de 10,0 a 150,0 g.L™'. Estes meios foram ajustados a pHipiciar 10,0 (definido no item

5.1.3) e incubados a 37°C.
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Na Tabela 5.5 estdo descritos os resultados da fermentacdo, em termos de pHsna,

massa celular seca, concentracdo final de sacarose e atividade de enterocina.

Tabela 5.5: Valores de pHgna, massa celular seca (MCS), concentracéo final de sacarose (S) e
atividade (UE) na produgdo de enterocina por Enterococcus faecium CCT5079 com sacarose
em diferentes concentra¢des no meio basal

Sacarose
Ensaios (Sgi_n]i:i?]) PHifinal (l\g/fff) Stinal Consumo Consumo UE
@Lh  (@LD)*  (W*
1 10,0 8,09 0,21 7,88 4,03 33,84 2,08
2 20,0 7,90 0,24 12,62 9,29 42,40 2,65
3 30,0 7,83 0,26 21,72 10,19 31,93 2.35
4 40,0 7,58 0,27 29,54 12,37 29,52 2,61
5 60,0 7,26 0,30 46,69 15,22 24,58 2,63
6 80,0 6.87 0,38 63,78 18,13 22,13 2,91
7 100,0 6,91 0,40 81,80 20,11 19,73 2,81
8 120,0 5,83 0,51 92,68 29,23 23,98 2,65
9 140,0 5,54 0,53 117,30 24,61 17,34 2,67
10 150,0 5,22 0,60 126,00 25,91 17,06 2,95

* Para o calculo do consumo (%) foi considerado como a concentragéo inicial de sacarose a
amostra do tempo zero, incluindo-se também os 10% do meio de inoculo (+ 1,91 gL

Os resultados apresentados na Tabela 5.5 e na Figura 5.5 mostram que os valores de
atividade, para a variagd@o da concentragdo de sacarose de 20 a 150 g.L"! foram elevados, mas
nfio tiveram variacOes significativas entre eles, com exce¢do do ensaio com concentragéo de
10 g.L"", no qual o valor obtido foi de 2,08UE, enquanto que, para os demais os valores foram
superiores a 2,55UE. Em relagdo ao pHgqa € massa celular seca, tem-se que, o primeiro €

inversamente e o segundo é diretamente proporcional ao aumento da concentragdo de

48



RESULTADOS E DISCUSSAO

sacarose. Observa-se também a tendéncia indicando que, quanto maior a concentragéo inicial
de sacarose menor € o seu consumo em valores relativos (%), possivelmente devido ao
excesso de sacarose que pode conduzir a inibicdo de substrato. J& em valores absolutos, nota-
se que a massa de sacarose consumida aumenta com a elevagdo da concentracgio inicial, até o

ensaio de nimero 8, onde comega entdo a diminuir.

10 3.0
{28

9 +
26
8t 24

pHﬁna]
Consumo de S (10%)

Atividade (UE)
Massa celular seca (g/1.)

10 20 30 40 60 80 100 120 140 150
Sinicia8/L)

Figura 5.5: Valores de pHiinai (®), massa celular seca (m), concentragéo final de sacarose (=) e
atividade (=) na produgdo de enterocina por Enterococcus faecium CCT5079 no meio basal
com diferentes concentragdes de sacarose

A melhor resposta de atividade obtida foi de 2,95UE, em concentragfio inicial de
sacarose de 150 g.L”', com consumo de apenas 17,06% desse substrato. Isto representa
grandes perdas de sacarose no processo e pode causar dificuldade na separagdo do produto. Ja
para a concentragio inicial de sacarose de 20 g.L”' com consumo de 42,40%, a atividade

obtida foi de 2,65UE, sendo esta préxima ao maior valor obtido, adotou-se por esta

concentracdo para os demais experimentos. Esta opgdo pode ser confirmada pelo calculo da
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produtividade desses pontos, para 2,95UE por 150g.L” tem-se 0,0196 UE.g".L", e para o

segundo 2,65UE por 20g.L™" tem-se 0,1325 UE.g".L™.

5.2- PRODUCAO DE ENTEROCINA EM FERMENTACAO TIPO BATELADA EM

FERMENTADOR DE BANCADA

Com a escolha do Enterococcus faecium CCT5079 como o melhor microrganismo
produtor de enterocina e a melhor temperatura de incubagéo a 37°C, definidos no item 5.1.1,
com a melhor composi¢io do meio basal, definida no item 5.1.2, com o meio ajustado a
PHinicir 10,0, definido no item 5.1.3, e com a concentragéo de sacarose de 20 g.L", definida no
item 5.1.5, foram realizadas fermentagdes em fermentador de bancada (fermentador Bioflow
I11), para tragar as curvas de crescimento celular, produgéo de enterocina, pH e consumo de

substrato.
5.2.1- Influéncia da aeracao
5.2.1.1- Fermentagdo sem aeragdo
A fermentag@io ocorreu durante um periodo de 24h, sendo que amostras foram retiradas

em intervalos de 1h. Os valores de pH, massa celular seca, concentragdo de substrato e

atividade de enterocina sio mostrados na Tabela 5.6.
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Tabela 5.6: Valores de pH, massa celular seca (MCS), concentragdo de sacarose (S) e
atividade (UE) na produgdo de enterocina por Enterococcus faecium CCT5079 em
fermentac&o tipo batelada sem aeracdo em fermentador de bancada

Tempo (h) pH MCS (gL S (gL UE
0 9,85 0,50 22,13 1,13
1 9,85 0,48 22,13 1,08
2 9,30 0,47 21,95 1,25
3 9,73 0,48 21,81 1,46
4 9,65 0,51 21,51 1,47
5 9,52 0,53 20,96 1,39
6 9,39 0,54 19,97 1,38
7 9,27 0,49 19,68 1,42
8 9,18 0,40 18,94 1,73
9 9,07 0,40 18,66 2,23
10 8,99 0,34 18,60 2,42
11 8,93 0,34 18,45 2,56
12 8,85 0,31 18,14 2,57
13 8,78 0,32 17,78 2,60
14 8,73 0,31 17,21 2,64
15 8,68 0,27 16,66 2,61
16 8,65 0,25 16,40 2,61
17 8,59 0,25 16,26 2,66
18 8,53 0,24 16,13 2,57
19 8,45 0,25 15,45 2,59

20 8,38 0,24 15,16 2,59
21 8,27 0,28 14,80 2,58
22 8,16 0,27 14,28 2,58
23 8,02 0,29 13,63 2,62

24 7,86 0,33 135,11 2,62
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Os resultados apresentados na Tabela 5.6 estdo representados pelas curvas da Figura

5.6, que descrevem o comportamento caracteristico das fermentagdes em batelada.
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Figura 5.6: Valores de pH (#), massa celular seca (A), concentragdo de sacarose (m) e

atividade () na produgio de enterocina por Enterococcus faecium CCTS5079 em fermentagao
tipo batelada sem aera¢@o em fermentador de bancada

As curvas da Figura 5.6 mostram ao longo do tempo de fermentagdo, que o valor final
da concentracdo de sacarose foi 13,11 g.L”', ou seja, consumo de 9,02 g L. O pH variou de
9.85 a 7,86, sendo que este valor final ndo atingiu o esperado, em nivel 4cido, caracteristico
deste tipo de fermentagdo em frascos de Erlenmeyer. A produgdo de massa celular seca

manteve-se em valores baixos entre 0,20 a 0,50 g.L"' e a atividade de enterocina manteve-se

aproximadamente constante ap6s 11h de fermentagdo, com valor de 2,56UE.
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5.2.1.2- Fermentag¢do com aeragio

Nessa condi¢do, a fermentagdo ocorreu durante periodo de 24h com aeragdo de
1,5 VVM, sendo as amostras retiradas em intervalos de 1 e 2h, com os valores de pH, massa
celular seca, concentracdo de substrato e atividade mostrados na Tabela 5.7.
Tabela 5.7: Valores de pH, massa celular seca (MCS), concentragdo de sacarose (S) e

atividade (UE) na producdo de enterocina por Enterococcus faecium CCT5079 em
fermentagdo tipo batelada com aerag@o em fermentador de bancada

Tempo (h) pH MCS (g.L™) S (2Lh) UE
0 9,78 0,49 21,84 0,97
2 9,70 0,44 21,84 0,99
4 9,61 0,51 21,22 1,02
6 9,38 0,50 20,88 1,03
8 9,10 0,43 20,14 1,04
10 8,86 0,45 19,74 1,15
11 8,76 0,43 19,68 1,17
12 8,74 0,37 19,68 1,36
13 8,68 0,34 18,83 1,41
14 8,33 0,45 18,60 0,88
15 7,44 1,93 18,26 0,87
16 7,13 3,65 18,15 0,74
18 6,75 5,32 14,90 0,73
20 6,46 7,46 11,60 0,72
22 6,00 10,75 7,17 0,61

24 233 10,70 2,90 0,49
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As curvas da Figura 5.7 apresentam os resultados da Tabela 5.7, as quais descrevem

comportamento caracteristico.
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Figura 5.7: Valores de pH (#), massa celular seca (A), concentragdo de sacarose (m) e

atividade (©) na produgdo de enterocina por Enterococcus faecium CCT5079 em fermentagdo
tipo batelada com aeragao em fermentador de bancada

As curvas da Figura 5.7 mostram que ao longo do tempo de fermentagdo houve alto
consumo de sacarose (18,94g.L™"), cuja concentrago final alcangou 2,90g.L""; o pH variou de
9,78 a 5,33, atingindo assim o valor esperado para este tipo de fermentagdo; a produgéo de
massa celular seca até as 14h manteve-se em valores proximos ao inicial, a partir deste ponto,
aumentou até alcancar a concentragio de 10,70g.L”' em 24h e a atividade de enterocina

mostrou pequeno aumento em relagdo ao valor inicial em 13h, atingindo 1,41UE, diminuiu a

partir deste tempo até 0,49UE no final das 24h de fermentacao.
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Comparando os valores de atividade de enterocina apresentados nas Figuras 5.6 e 5.7,
conclui-se que nas condi¢des experimentais usadas a fermentacdo com aeragfo, para a
producdo de enterocina, ndo € de grande interesse, devido aos baixos valores de atividade

obtidos em relag@o a fermentacdo sem aeragéo.

5.2.2- Influéncia da aerac¢io e alimenta¢do em fermentagio tipo batelada alimentada

Com base nos resultados obtidos nos itens 5.2.1 e 5.2.2, realizou-se uma fermentagédo
com aeragdo (1,5 VVM), até o tempo de 20h, em meio basal j4 definido, com a finalidade de
aumentar a massa celular. A partir desse instante, cessou-se a aeragdo, o fermentador foi
alimentado com o mesmo meio, e a fermentagéo transcorreu por mais 12h.

Na Tabela 5.8 sdo apresentados os resultados da fermentagdo em batelada alimentada,
em termos de pH, massa celular seca, concentragdo de sacarose e atividade de enterocina.
Tabela 5.8: Valores de pH, massa celular seca (MCS), concentragdo de sacarose (S) e

atividade (UE) na produgdo de enterocina por Enterococcus faecium CCT5079 em
fermentagdo tipo batelada alimentada

Tempo (h) pH MCS (g.L™) S (g.L™) UE
0 9,96 0,36 21,92 0,78
2 9,83 0,35 21,63 0,92
4 9,49 0,53 20,93 0,92
20 5,69 2,35 13,80 1,24
21 8,10 1,14 17,01 1,39
22 7,66 1,30 17,01 1,42
24 6.90 1,36 16,78 1,45
26 6,30 1,47 15,43 1,62
28 5,67 1,47 14,44 1,86
30 5,32 1,50 13,33 221
32 5,24 1,56 12,57 228
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A Figura 5.8 apresenta os resultados da Tabela 5.8.
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Figura 5.8: Valores de pH (), massa c:hp;l’ar seca (A ), concentragdo de sacarose (m) e
atividade () na produgdo de enterocina por [Lnterococcus faecium CCT5079 em fermentagéo
tipo batelada alimentada

Na Tabela 5.8 e na Figura 5.8, observa-se que o comportamento das curvas até 20h
segue as caracteristicas da fermentacdo em batelada com aeragdo (item 5.2.2); apos este
tempo, ocorreu uma diluicdo em relagdo a massa celular seca devido a alimentagdo do
fermentador. Neste mesmo ponto, cessou-se a aeracdo a fim de induzir um aumento na
produgdo de enterocina devido ao grande niimero de células presentes no meio. A partir deste
instante, a fermenta¢do ocorreu conforme suas caracteristicas sem aeragdo (item 5.2.1),

atingindo valores de pHgna 5,24, massa celular seca de 1,56 g.L'}, concentragdo final de

sacarose de 12,57g.L" e atividade de enterocina de 2,28UE.
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Comparando-se os resultados obtidos neste trabalho com os de alguns autores citados
nas referéncias, que utilizaram metodologias de andlises (unidades) diferentes, pode-se dizer
que, nos trabalhos de Parente e Hill (1992-a) utilizando o E. faecium como microrganismo
produtor e Listeria innocua como microrganismo teste, a4 mesma temperatura € uma pequena
diferenca nas concentragdes dos compostos do meio, porém com pH 6,75, conseguiram
respostas consideradas boas para atividade de enterocina com valor de 1408 BU.mL". Para
Parente e Ricciardi (1994) em fermentador de bancada acrescentando caseina hidrolisada na
composi¢io do meio, em fermentagdes a diferentes pH obtiveram a atividade méxima de
1,96 MBU.L", apés 7h de fermentagio em pH 5,5. Parente ef al. (1997) também em
fermentador de bancada, substituindo a triptona da composi¢do do meio por peptona de soja
neutralizada, analisando a influéncia da concentracdo de glicose, obtiveram a maxima
atividade de 2,8 MBU.L, com concentragdo inicial de 20g.L'1, diminuindo no final da
fermentagdio. J4 autores como Franz er al. (1996) obtiveram a melhor atividade
(6400 AU.mL™") utilizando como microrganismo teste o Lactobacillus sake, o caldo MRS

como meijo de crescimento e temperatura de 30°C.
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5.3- ESTABILIDADE DE ENTEROCINA QUANTO A CONSERVAGCAO

5.3.1- Efeito do congelamento

Ap6s submeter a enterocina ao congelamento em “freezer” (-20°C), as amostras foram
analisadas com relag@o a sua atividade, para a avaliagdo do tempo de conservagdo. Os valores

obtidos estdo mostrados na Tabela 5.9.

Tabela 5.9: Valores de atividade de enterocina (UE) produzida por Enterococcus faecium
CCT5079 sob congelamento (-20°C)

Tempo de congelamento (dias) Atividade(EU)
0 2,63
& 2,54
14 2,58
62 257

Através dos resultados da Tabela 5.9, observa-se que o tempo de congelamento até 62
dias mantém as caracteristicas da enterocina, com relagdo a atividade, podendo entdo ser

mantida sob congelamento.

5.3.2- Efeito da temperatura de pré-incubacgio

A enterocina foi submetida a diferentes temperaturas para avaliagdo de sua resisténcia
térmica, através da andlise de sua atividade. Os valores obtidos estdo mostrados na Tabela

5.10.
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Tabela 5.10: Valores de atividade de enterocina (UE) produzida por Enferococcus faecium
CCT5079 relacionados as diferentes temperaturas de pré-incubagédo

Tempo Atividade (UE)
(min) 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C
0 2,56 2,56 2,56 2,56 2,56 2,56
15 -- -- -- 2,56 2:21 2,01
20 -- 2,69 2,50 -- -- --
30 2,54 - - 2,58 1,95 1,86
40 -- 2,80 2,55 - -- --
45 -- -- -- 2,60 1,49 1,22
60 2175 2,85 2,58 2,60 1,26 0,81
75 - -- -- 2,35 1,24 0,70
80 -- 2,86 2,58 - -~ --
90 2,80 -- = 2,34 1,16 0,62
100 -- 2,87 2,60 -- - --
105 -- -- - 2,27 0,99 0,51
120 2,89 2,96 2,61 2,26 0,90 0,47
155 - -- -- 2,05 0,84 0,33
140 -- 2,98 2,69 -- -- --
150 2,90 -- - 2,05 0,71 0,28
160 -- 3,00 2,81 = - --
165 -- -- -- 2,00 0,55 0,22
180 2,96 3,02 2,93 1,97 0,29 0,13

Os resultados apresentados na Tabela 5.10 e representados na Figura 5.9, mostram que

as temperaturas de pré-incubagdo de 40 a 60°C induziram o aumento da atividade de
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enterocina. Da mesma forma, observa-se que para a temperatura de 70°C a atividade teve um
pequeno aumento até 60 min, praticamente desprezivel, caindo lentamente apds este tempo.
No entanto, para as temperaturas de 80 e 90°C a atividade teve uma queda brusca, atingindo

valores finais proximos a 0,2UE.
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Figura 5.9: Valores de atividade de enterocina (UE) produzida por Lnferococcus faecium
CCT5079 relacionados as diferentes temperaturas de pré-incubagdo: 40°C (©), 50°C (o),

60°C (), 70°C (A), 80°C () e 90°C (m)

Franz et al. (1996) estudaram a acdo de enzimas como o-quimotripsina, tripsina,
pepsina, papaina, proteinase K, oa-amilase, lipase, catalase e lisozina, sobre enterocina de
Enterococcus faecium BFE900 e observaram que, as cinco primeiras inibiram a atividade da
enterocina, enquanto que, as demais enzimas ndo afetaram sua atividade, mostrando que a
enterocina é de natureza protéica. Quanto a estabilidade térmica da enterocina, observaram
que ndo houve perda de atividade quando o sobrenadante da cultura foi mantido a 100°C por
20min, porém, quando tratado a 121°C por 15min houve redugdo de 89% da atividade,

mostrando que esta enterocina € termoestdvel, diferindo da enterocina de Enterococcus
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faecium DPC1146, que é parcialmente ou totalmente inativada em temperaturas acima de

60°C (Parente e Hill, 1992-b).

Com base nos valores de atividade relacionados a temperatura de pré-incubagdo de

80°C, determinou-se, a partir da Equacdo 4.1, o tempo de meia vida para a enterocina, sendo

seu valor de 78,77 min.
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6- CONCLUSOES

Através da andlise dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

- para a fermentagdo em batelada em frascos de Erlenmeyer, os melhores resultados
para a atividade de enterocina foram obtidos utilizando o E. faecium CCT5079 como
microrganismo produtor ¢ o meio basal com a seguinte composigdo (g.L”): glicose e/ou
sacarose 20,0; triptona 10,0; extrato de levedura 7,5; KH,POs 2,0; MgSO4.7H,O 0,25;
MnS0,4.4H,0 0,05 e Tween 80 2,0, temperatura de incubagéo de 37°C e pHiniciat 10,0;

- com relagdo & fermentagdo em batelada convencional em fermentador de bancada,
utilizando-se as melhores condigdes definidas nas fermentagGes em frascos de Erlenmeyer, a
atividade maxima atingida foi de 2,56UE em fermentacfo anaerdbia, obtida em 11h que,
manteve-se constante até o final da fermentagéo;

- com relacdo & fermentagdo em batelada alimentada nio ocorreu aumento da produgéo
de enterocina como esperado;

- quando congelada até 62 dias a enterocina manteve sua atividade micial;

- temperaturas de pré-incubacéio de até 60°C induziram ao aumento da atividade de
enterocina, enquanto que, temperaturas acima de 70°C provocam a perda de atividade;

- 0 tempo de meia vida calculado para a temperatura de 80°C foi de 78,77 min.
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7- SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- realizar fermenta¢Ges convencionais em fermentador de bancada mantendo o pH

constante;

- investigar processos de purificagdo para obteng#o de enterocina pura;

- testar, para a atividade de enterocina, outros microrganismos teste, como o

Clostridium botulinum.
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