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RESUMG

Foi conduzide um estude sobre o efeito do brometo
de cetiltrimetilamdnic (CTAB) em células de Acetobacter acell,
A. nEsSLeurianuy, Escherichia coli, Klehbsiells terrigena,
reuconostoc mesentercides, Lactobacillus fermentum, Alcaligenes
faecalig, Psevdomonas aeruginosa, Ps. cepacia, Ps. mendocing,
pe. acidevorans e Saccharomyces cerevisiae, com o intuite de
esclarecer os mecanismos através dos guals este agente atua como
suhstaéncia antimicrobiana. Avaliou-se seu efelto no crescimento
e metabolismo celular, bem como a influéncia da forma guimica do

composto no seu modo de agao.

& concentracac micelar critica [c.m.c.) do CTAE em
meioc de cultura & menor do gue en &gua, & er concantragdes
abaixe da c.m.c. © CTAB interage COmr as proteinas do melc de
cultura. Verificou-se gue tanto a forma micelar come &

monomérica apressentam acaoc antibacteriana.

& formulacdc de meio de cultura mostrou gue altas
concentracbes de magnésio 830 responsiveis pela longa GUragac da
fase de laténcia e gue Klebsiella terrigena, representante da
familia Enterobacteriacea nmostrou-se pouco exigente guanto aos
requerimentos nutriciopais, porém, as espécies de Acetobacter

ndc apresentaram comportamento semelhante.

A concentracdcs de CTAR necessaria para causar
inibigde do crescimento varia de microrganismo DETE
microrganismo, bem como com © meio de cultura empregado. No caso
doz membros do género Acetobacter, independente do meio de
cultura, a inibic@c do crescimento o©oCOrYeu  en concentragbes
abaixo 8a c.m.c.. Para os membros da familia Entercbacteriaceae
a inibigic do crescimento em melc CANA 11 ocorreu acima da

c.m.c., enguanto gue em Caldo Nutriente ccorreu abaixoe desta.



Paeudomonas aeruginosa, Ps. cepacia e Pg. mendocina
apresentarar-se muito resistentes ao CTAE, © gue nac ocorreu oom

Pz, acidovorans.

o CTAB inibiu o metabolismo: glicélise, respiragic
¢ fTermentacic er concentragdes menores do gue as necessarias
para & inibicBc do crescimente. Inikiu também a atividade da
lactato desidrogenase e da &lcool desidrogenase intracelular de
todos o5 microrganismos reatados, embhora nas células
resistentes, as enzimas tenham side inibidas somente apds lise

celgliar.

2 lise de protoplastos induzida por CTABR & a fase
rerminal de ume série ge eventos gug se  inicia pela
desorganizaglo da membrana, porém nac fol verificada
solubilizacio da membrana. A parede celular protege a cé&lula de
lize, uma wvez gue cdlulas intactas ndo sofreran lise com as

concentracdes gue causaram lise de protoplastos.

As células resistentes a0 CTAER, Pseudomonas
aeruginosa, Ps. cepacla e Ps. mendocina apresentaran perfil de
proteinas de membrana e de proteinas do citosol idéntico, guando
cultivadas na presenca & na auséncia de CTAB. Por ocutro lado, as
c&lulas de Escherichia celi, KRiebsiella terrigena & Pseudomonas
acidovorans apresentaram diferengas tanto no perfil de proteinas
de membrana, como no perfil de proteinas do citosol.

Observacbes microscédplcas revelaram gue as células
de Fgcherichia coli cultivadas na presengs de CTAB, apresentam
diferencas morfoldgicas wmarcantes: as células s&o menores,

apresentam superficie rugosa e formam aglomerados de cé&lulas.



SUMMARY

The effect of cetvitrimethylammonium bromide {{OTAR)
on cells of JAcelobacter aceti, A pasteurianus, Escherichia
cell, Kilehgiella terrigena, Leuconostoc mesentercides,
Lactobacillus fermentum, Adlcaligenes faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Fs., cepacia, Ps. mendocina, Ps acidovorans and
Saccharomyces  cerevisias was  investigated, in  order to
elucidate the mechanism of CTAR action. Its effect on cell
growth and metabolism, and action of chemical forms o©0f agsnt

were studied.

The critical micelar concentratien {(c.m.Cc.} of CTAB
in mediun was lower than in water and lts concentration lower
than c.m.o. interact with medium protein. Both free and micelar

form of agent were active against microbes.

The formulations of medium has shown that magnesium
concentration 1is responsible for delaved growth. Kiebsiella
terrigena d&id not have many nutricional reguirements but

Acetobacter spp. were gulte fastidious.

The CTAB concentration reguired for growth
inhibition was dependent on microbes as well as on medium
composition. Acetobacter was inhibited at concentrations below
c.r.c. in all tested media. With Enterobacteriaceae the
inhibition occurred above c.m.c. in CAXNA 11 media and below

cL.m.c. in nutrient broth.

Fseudomonas  agruginesa, Ps, cepacia and Fs,
mendocina were very resistant to CTABE but Pg. acidorvprans was

not.
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Glicelvsis, regpiration and fermentation ware
inhibited by CTAB st concentration lower than growth inhibition.
Lactate dehydrogenase and alcohol dehydrogenase were also
inhibited at low concentration of CTAER. Enzymes from cells
resistant to CTAR were sensitive to the agent only after cell

disruption.

OTAB caused lvsis of protoplast which wag a
terminal phases of & seriss of events starting with membrane
desorder. Ho solubilization of menbrane was detected. Intact
cells were not lysed with CTAR indicating that ecell wall
protacted from lvsis.

Bacteria resistant to CTAR, Pseudomonas aeruginosa,
Ps. cepacia and Ps, mendocina, showed identical protein pattern
in membrane and citoscl when cultivated with agents as compared
to control media. Escherichia coli, Klebsiella terrigena and FPs.
acidovorans showed different protein pattern in simpilar

cirocunstances.

Microscopic observation of E. coli cells cultivated
in medium with CTPAB showed different morphology. They were

smaller with rough surface and they had tendency te aggregate.
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1. INTRODUCAD

Bm 1916, JACOBES, HEIDELBERGER e colaboradores 4o
Rockefeller Institute relataram a dasceberta de uma nova classe
de compostos sintéticos gus possulam atividads bactericida. Pela
reacdc de hexametilenctetramina com uma grande guantidade de
naletos de alguila ou beneila substituideos, indmeros sais
guaternarios foram obtidos desta base. Observou-se gue a maioria

dos sals possuiam atividade antibacteriana.

Compostos de amdnic guatermdric sé&o  produtos de
reacdc de substituigdo nucleofilica de haleteos de alguila conm
aminas tercifrias. Quimicamente, tém guatro &tomos de carbono
ligados diretamente ac &tomo de nitrogénioc através de ligagdes
covalentes, e © Aanion normalmente associado ao nitrogénio

& cloreto ou brometo

inicialmente os compostos de aménio guaterndrio
foram amplamente utilizades na assepsia cirtGrgica, tanto na
preparagic 4o campo cir@rgico, come na  desinfecgio de
intrumentos cirtrgicos ndc esterilizévels pelo calor (BARNES,
1942; WILLIAMS et al., 1943; WILLIAME et al., 1%44Yy. A
titeratura, entretanto, cita diverscs c¢asos de bacteremia

causados por microrganismos Gram-negatives.

hstualmente, uma das S&reas de aplicagdo dos
compostos de aménio guaterndrio € na usina de aclicar e &icool. A
fermentacio alcodlica, desde os seus primérdios tem sido
acompanhada de contaminantes indeseiéveis. Na tentativa de
controlar as infecgBes na fermentagdc alcodlica, diversas
praticas envolvendo o uso de agentes antimicrobiancs vén sendo

adotadas.



As fermentacdes aclidentals, paralelas 2 fermentacio
alcodlica, podem provocar transtornes no processamento, con
perdas substanciais no rendimento alcodélico (AMORIM et al.
19811. As  |actérias compumente associadas 2 fermentagdes
spidentais sic Acetebacter - fermentaclo acética (GALLI, 1881},
Lactobacillus & Leuconostoc - fermentacdo latica, Clogtridiom -
fermentacio Dbutirica, Bacillus e Enterobacter {BMORIN &
OLIVEIRA, 1%82).

Embora wuliteos compostos de amdnio dguaterndrio
venham sendo empregados em operagdes de limpeza e sanitizag®o, o
mecanismo da sua agdo antibacteriana ainda nac esta totalmente
esclarecido. Estudos scobre o mecanismo de | atividade
antibacteriana tém  investigade a inikig8c no  processo

metabblico.

¢ presente trabalho teve por objetive o estudo
fisico-guimico das interacBes da forma ndo associada e micelar
do brometo de cetiltrimetilamdnic (CTAB) nos melios de cultura, ©
efeite de difsrentes concentragdes de CTAB em <cé&lulas de
hactérias e leveduras, stravés do estude de cinética de
crescimento; avaliagao da interferéncia nos pProcassos
metabblicos: glicdlise, respiragdc e fermentaglo; andlise de
atividade enzimética; lise de células e de protoplastos; andlise
dos padrdes de proteinas de membrana e proteinas do citosol de
célulias sensivels e rasistentes'au OTAR, através de eletroforese
em gel de poliacrilamida-SD3 e estude citolégico através de

microscopia eletrdnica.

A pesgulisa foi conduzida en concentragdes
sub-letals de CTAB uma vez gue o cbjetivo malor deste trabalho

a

foi o estude das reacgdes celulares prévia & destruicgio.



2. REVISAD BIBLIGGRAFICA.

2.1, INTRODUCAOD.

HE uma cononrdancias geral =obre  dols marcos
importantes na histéria do desenvolvimentc dos germicidas de
sais de awdnic guaterndric. 0O primeirce representadc pelos
trabalhos da eguipe de JACOBS (1%16); JACOEE et agl. (1%16a};
JACOES et al. (19%16v), gue examinaram & estrutura, a DPreparagaoc,
e a atividade antimicrobliana, e o segundo pelo trabalho de
DOMAGK  (1935), gue demonstrou a atividade antibacteriana da

cadeia longa dos sals de ambnio guaternério.

Em 1816, JACDBS e seus colaboradores publicaranm
dois artigos descrevende a atividade antimicrobiana desses
conpostos (JACOBS et al., 1916s; JACOBS et al,, 1816p}. JACORBE e
HEILDELBERG, em 1%15, publicaram wvérios artigos descrevendo a
preparacic de diferentes séries de sals de ambnio guaterndrio de
hexametilenotetramina. & discussfoc geral da guimiotsrapia
enfatizou (st poder bactericids, a ezspecificidade, a
compatibilidade com compostos tissulares e a resisténcls &
alteracdo mwetabdlica do ponto de vista de avaliagio dos
compostos usados come agentes guimioteradpicos potenciais. Os
testes de rotine foram realizados com Salmonella typhosa, porém,
cutros microrganismos foram avaliados para demonstrar &
variabilidade no poder bactericida dos varios compostos,

dependende do organisme teste utilizado.

Embora algumas revisfes tenhan guestionado os
trabalhos da egulpe de JACOBS como os primeiros na investigagdo
dos germicidas constituidos por sals de amdnio guaterndrio, sua
proeminéncia encontra-se assegurada pela gualidade, guantidade e

tratamento dade ds pesguisas, gue incluiram o estudo da
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atividade antimicrobiana e a correlaglc entre estrutura e
atividade antimicrobiana.

-

A importéncia do trabalhe de DOMAGK {1935} & tambén
ingusstiondvel, pois denonstrou o aumento da atividade
germicida, guando o residuc alifdtico longoe & ligado ao Atomo de
nitrogénio guaterndrio, estabelecendo & utilidade destes
compostos, primeiro na medicina e, mals tarde, em oulras

aplicaches.

2.2. ESTRUTURAZ QUIKICA.

Os sais de amdnio guaterndric s&c  produtos da
reacio nucleofilica de haletos de alguila com aminas tercidrias.
ouimicamente, cada molécula possul guatro atomnes de carbono
unideos ao atome de nitrogénio através de ligacgbes covalentes. A
Farmula estrutural geral para os compostos de amdénio guaternario

& assim representada:

[

onde Ri, Rz, Ra e Rs s8o grupos alguila gue podem ser iguais ou
diferentes, substituides ou ndo substituidos, saturados ou
insaturados, ramificados ou lineares, ciclices ou acliclicos,

arom&ticos ou grupos aromdticos substituidos.



2.3, SAIS DE MOROCALQUILTRIMETLILAMGNIO.

Heste caso, um Gos R & unm grupo alguila de cadeia
longa & os demais sao radicals wmetila. Todos os compostos
guatern&rios deste grupc sfo preparados através da reagdo entre
uma amina terciéria e um haleto de alguila (DOMAGE, 1935,
SHELTON et al. 18%46.). Neste caso & amina tercidria pode ser
alguildimetilamina de cadela longa que reage com haleto de
metila ou a reacdo pode ocorrer entre a trimetilamina de cadeia

curta que reage com haletos de alguila de cadela longa.

2.4, ANALISE,

A  estrutura quinica dos compostos de  amdnio
gquaternério permite uma variedade de procedimentos guantitativos
para a determinagldo de sua concentracio: (1) titulagde; (2}
precipitacio de um derivade insolluvel e subsegliente determinacio
do exceszoc do agente precipitante empregado; e (3} formagac de
um complexo coloride com o ambnio guaternidric e subsegiente

medida da absorbancia.

Para sclucbes gue contenham 0,5 % (m/v) ou mais de
sal de aménic guaternaric, deve-se enmpregar a titulagfio direta
ou a difasica. A andlise depende da formagdoc do complexc aménio
gquatern&rio-corante {azul de promofencl), solGvel em um dos dols
solventes empregados (EPTOR, 1947; BARR et al., 1%48}. O
ritulante & um surfatante anidnico. Quandoc uma guantidade
aguivalente desse surfatante e do sal de ambnic guaternirioe
estic presentes, o corante do complexo formade & likerado de um
dos solventes e passa para o oubtro. Uma limitag@o desta técnica
& a interfer&éncia de haletos inorganicos e hipocloritos de
aménico, normalmente presentes em peguenas guantidades, ocomo

sub-produtes na fabricag@oc de compostos ds ambénic guaternario.



Como alternativa, pode-se utilizar os nmétodos
gravimétricos, um deles consistinde na reagdo de precipitacgdo do
conposto sob estude com o ferrocianeto de potéssic e subsegiente
andlise do excessoe de reagente por titulag8o lodométrica
{OFFICIAL METHODS ADAC, 1965).

Para solucdes gue contenham menos de 0,5 & (m/v) de
anénio guaternédric, pode-se usar nétodos colorimétricos, come ©
ds AUERBACHE (1944}, Freglentemznte, os métodos colorimétricos
envelven & reagdo do sal de aménioc guaternario com um corante
4cido, seguida de extragio do complexe coloride com um solvente

orgénico conveniente, e leitura da absorbéncia.

2.5, ATIVIDADE ARNTIMICROBIAMNA.

2.5.1., INFLUENCIA DA ESTRUTURA.

Estudos sistemdéticos sopre a astrutura dos
compostos de amdnio guaterndric e sua agdc bactericida ténm
enfatizado a importincia do comprimento da cadela de carbono na
determinacio da atividade. Considerands os compoestos com &
formula geral Rﬂ*{CHg)gx" onde R & um grupo alguila, observou-se
gue, com o aumento da cadeia de C 2 c a atividade

18
nactericida aumenta substancialmente, com maximos en ﬁ%a
(HOOGERHEIDE, 1945%; SEELTON et al., 1946x), em €%§ {%j {MILLER
& BAKER, 1940 ; LAWRENCE, 1946) e em ¢, C  (BAKER et al.,

1941s, CELLA et al., 1952).

Conciusdes similares sobre a relagdo entre
atividade bacteriana e o comprimentc da cadeia foram obtidos enm
estudes com cloretos de alguil piridinium (KOLLOFF et al., 1842,
SHELTON et al., 1946w} ; clorebo de



alguilfenoxietoxietilenocdimetilbenzilaménic {(RAWLINS et ai.,
1343%; cloreto de alguilbenzilaménio, brometo de
alguildinmetiletilamdénio, brometoe de alguildimetilalilambnic e
bromste de alguiltrimetilaménic (VALRO & DUBGCIS, 1845).

As propriedades bactericidas dos sals de ambnic
guaternirio parecenm independentes da identidade do Anion,
SHELTON et al. [(1%46p) verificaram gue os ions clorsto, brometo,
iocdeto, nitrato, sulfato, metassulfate, acetato, benzoato,
cianeto e Fluorsilicato de cetiltrimetilamdnio ndo apresentaram

diferencas significativas guanto ac poder bactericida.

2 substituicic de um dtomo de H por um de C1 no
anel arométicoe ni8c produz aumente na atividade bactericida
(GAULTIER et al.,1970}. A substitulg8oc de 2 ou 3 atomos de Cl no
radical benzila, entretanto, torna o composto mals ative do gue
com Um ou nenhum &tomo de cloro (LAWRERCE et al., 1847},

2.5.2. INFLUENCIA DO pH.

0s compostos de amdnio guaterndrio s80 agentes
bactericidas ativos em melos Acideos e alealinos, com alguma
evidénoia de malor atividade en meio alcalino (MILLER & BAKER,
1940', GERSHELFELD & FPFERLSTEIN, 1941; GERSHELFELD & MILANICK,
1941; BAKER et al., 1941s; HOOGERHEIDE, 1945; QUISNCO & FOTER,
1546; FINSMAN & MAYER, 1947). Porém, mesmo em pH 5,0, os sals
contendo cetiltrimetilamdnio sdo ainda germicidas altamente
potentes (HOOGERHEIDE 1945).

HUCKER et al., {1948} estudaram 10 compostos de
aménio guaterndrio e encontraram gue alguns sfc mais efetivos en
pH alcalino, e outros, incluinde o CTAB s&o efetivos tante em pH

idcide como alcalino.



SOIKE et al. {1952), entretanto, observaram gue a
susceptibilidade de diferentes espécles de microrganismos ao sal

de ambnio guaternérie, varia com o pH.

SALTON (1950} verificou gue o pH mais efetivo para
a destruicic de Staphylococcus aureus fol de 8,1 € para

pPgeudomonas [luorescens, de 5,3,

2.5.3. INFLUENCIA DA TEMPERATURA.

Os resultados obtidos nos estudos da influéncia da
temperatura na atividade de sals de cetiltrimetilaménio,
realizados a 20°C e 37°C, ndc apresentaram diferengas
zignificativas (HOOGERHEIDE, 1845). Entretanto QUISHNO & FOTER
(1946); SHERE ({(1248}; BUTTERFIELD et al. (1950} evidenciaram o©
efeito positive da elevagBo da temperatura sobre a atividade

antimicrobiana.

TWOMEY (1866) verificou a presenga de coliformes no
jeite, guando fol utilizado conpostos de aménic guaterniric a
130°%F na sanitizacio dos eguipamentos, © gue nac ogorren guando

se utilizou 19C°F.

2.5.4. INFLUENCIA DE CATIONS.

24 reducdo da atividade germicida pela agua dura tem
sido descrita por infmeros pesgulsadores (ARMBRUSTER & RIDENOUR,
1948 PROUTY, 194%; DORKOVITZ & CROCKER, 19%50; MUELLER & SEELEY,
195%1; CHAMBERS et al., 1985y, Em geral, parece dgue a
interferéncia & resultado de multos fatores inter-relacionados
de modo complexo (MEGGISON & MUELLER, 1956; KLIMEX & BAILEY,
1256) .



KRAVITZ & STEDMAHS (1957} verificaram, entretanto,
que a Agua dura ndo afeta sensivelmente a atividade dos
compostos  de aménic guaterndrio, guando utilizados &R
concentracdes gue asseguram & desinfecgdo. 0s cétions metalicos
interferem na atividade dos compostos de amdnio guaterndrio
competindo pelos sitios negativos existentes na superficie
celular. Os cations mnonovalentes, divalentes e trivalentes
apresentam interferéncia na razdc de 1:100:1.000 (MUELLER &
SEELEY, 1951).

Z2.5.5, ENFLB&&CEA DE MATERIA 0RG£§ICA.

Alguns trabalhos descritos na literatura
demonstraram gue substdncias como o leite, sore e amido {Van
ESFLTINE & HUCKER, 19483, proteinas e fosfolipideos (BAKER et
al,, 1943c; SOTIER, 1951) e &gar {(QUISNC et al., 1946} causaranm

inibicdo da atividade dos compostos de andnio guaternério.

CUURRY & BARBER (1952) verificaram gue 10 ppm de um
sal de aménio guaterndric foi efetive na destruigdoc de culturas
lacticas em soluglc aguosa, em 10 minutos. Entretante, guando as
culturas estavam em leite, esta concentragio alterou a produgao

de Scido mas ndo foi efetivo para evitar o crescimento.

& presenca de matéria orgénica causa um aumento no
tenpo regquerido para a destruiglo de células de microrganismes,
mas este efeito pode ser suprimido com o aumento na temperatura
{(KLIMEX & BAILEY, 1858).

Conseqiientemente, o CTAB & um potente bactericida,
mesmo na presenca de matéria orgénica (DAVIES, 1949; FERLAZZO et
al., 1989},



2.5.6. SUSCEFTIBILIDADE DE DIFERENTES MICRORGANISHGS.

7.5,.6,1, Bactérias.

Em alguns  estudos, n]=t CoOnpostos de ambriio
guaterndric apresentaram igual eficdcia contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (DUNN, 1836; BAKER er al. 1941s;
HOOGERHEIDE, 1945; LAWRENCE, 1945; CGLASMAN, 1948}.

Entretanto, diversos autores demonstraram gue tais
compostos apresentam malor atividade contra Gram-positivos do
gue contra Gram-negatives (HAUSER & CUTTER, 19447 QUISHD &
FOTER, 1946; SALTON, 1950; JERCHEL & HOFFMEISTER, 1858; HUECK et
al,, 1%66; PICARD et al., 1971; BLOIS & SWARBRICK, 18723 BLOIES
& SWARERICK, 1972b). °

FREEDLANDER (1940} relatou completa inibigidoc do
crescimento de Mycobacterium tuberculosis em diluigdo 1:80.000 e
parcial retardamento em 1:400.000. VENTURI (1854) verificou gque
os detergentes catiéniceos de aménio guaterndrioc tém acgdéo
bactericida contra Mycobacterium tuberculosis en neloc de

cultura.

HIRSCH (1954), entretanto, relatou gue © bacilic da

ruberculose & resistente ao cloreto de benzalcOnio, enguanto

muitas micobactérias sapréfitas sdo sensiveils.

2.5, 6.2, Virus.

0s sais de amdnioc guaternadrio sdc efetivos contra
bacteriéfagos de Streptocoeccus lécticos utilizados como culturas
vetaprtersy (FRONTY, 1%4%; BENNETT & NELSON, 19554; WATEINS et
al., 1%57}.

ic



X adicko de agentes guelantes come etilenodiamino
retracetato e tetrassédic pirofosfato aumentou sensivelmente a
atividade dos compostos de amdnie guaterndrio scbre o8
bacteriéfagos de Streptococcus cremoris (Lactococcus lactis
subsp. cremoris) (WATKINS & ELLIKER, 1860}.

0z compostos de ambnic guaternaric postraram
atividade contrs os virus importantes em animais (SIDWELL et
al., 1967; XIRCHHOFF, 19268; KIRCHHOLF, 1970; DORSOR & MICHEL,
1287} e também contra virus fitopatogénicos (BOCKHOTT et al.,
1883} .

STOLS & VELDSTRa {1965) verificaram gue a capsula
4o wirus, livre de &cido nucleico, & estavel nas condigbes de
inativac&o dos virus, e sugeriram gue os Ions de amdnio
quaterngric causam mudancas conformacicnals no scide nucleico

dentre da particula do virus, resultando na sua degradagac.

TS0 et al. (1989} verificaram gue a inativagaoc dos
virus com sais de ambnic guaterndrio & causada pela ruptura do
envelope viral, com subsegliente liberacio 4o nucleccapsideo. KNao
houve evidéncia de gue o nucleccapsideo tenha sido

posteriormente degradado.

2.5.6,.3, Esporos bacterianos.

HUCKER et al. (1948.} relataram gue a CONCentragac
de sais de amdnic guaterndric necessiria para a destruigdo de
gsporos de Bacillus subtilis & 5 vezes maior 4o gue a necessaria

para a destruicg@o das células vegetativas.

KLORMANN & WRIGHT (1950} werificaram gue oS
compostos de amdnic gquaterndrio naoc sa0 Capazes de destruir
esporos de Clostridium welchii (perfringens ), Clostridium tetani

e Clostridium sporogenes.
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Segundo os estudos de CUPROVA et al. (1981} os
compostos de aménio guaterndric ligam-~se aos esporos de Bacillus
cerens e diminusm sus termo-resisténcia . C fendmeno & assocliado

4 ripida liberagdo de &cido dipicolinico.

2.5.8. 4. Fungos.

A atividade fungicigda do alguildimetilbenzilaménio
foi apresentada pela primeira vez por DUNN {1938). Os compostoes
de aménio guaternério apresentaram inibig@c no crescimento de
linhagens patogénicas de Candida albicans {KUTSQHEE et al,,
1954 HKUTSCHER et al., 1956; AMATO et al., 18883, WHiTE {1853}
demongtrou gue o CTAB tem alta toxicidade contra Saccharomyces

SPP - »

2.6, APLICARCAO,

Apés a publicag@o do trabalho de DOMAGK em 1535, um
grande namerc de aplicagbes para os compostos de ambnic
guaterndrio fol desenvolvido. Inicialmente, Ioram utilizados
como coadjuvantes em cirurgias, em tratamentos pré~ciriirgicos da
pele dos pacientes e das ndos da eguipe clirdrgica e para &
gesinfecclo de instrumentos cirfirgicos (SWAN 184%). HAGAN el al.
(1946) compararam a atividade do cloreto de cetll piridinium e
cloreto de alguildimetilbenzilamdnio aos cloretos mercuriais, na
preparagic do campe cirirgico e verificaran a superioridade dos

compostos guaterndrios.
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MILLER et al. ({1943}, entrestantoe, apresentaran
evidéncias de gue tals substlncias, aplicadas 3 pele, formam uma
camada residual abalxo da gual as bactérias sobrevivem. RAHN
(1948) propds a teoria de gue o filme do composto de aménio
guaternfric em superficies organofilicas seria formade através
da orientagdc do terminal ndc téxice em diregic a pele ¢ o
terminal ativoe enr diregdc ao exterior, o© gue explicaria os
regsultados obtidos nos  estudes dos  compostos  de amdnio

guaterndrios.

BLAKK & COCLIDGE (1950} reijeitaram a teoria do
filme e propuseram uma oulra explicagdo, segunde a gual o
tratamento com tais substdncias alterava a carga da pele para
positiva, atraindo g fixando as células bacterianas, carregadas
negativamente, Os autores argumentaranm, aiﬁdap; gue o5
fogfolipideos presentes na superficie da pele inibiriam a

atividade antimicrobiana do composto de ambnio guaternério.

¢ uso generalizado destes conpostos na desinfecgdo
de superficies, paredes, pisos de hospitals e lugares piblicos
raquereranm © desenvolvimento de un detergente compativel com 0O
mesmos e gue permitisse a combinacho das duas operagbes, isto &,
limpeza e desinfecg8o (RAHN & EBELTINE, 1947; GUITERASE &
SHAPIRO, 1%46; KUDSIN & WALTER, 1961}.

0 tratamento de superficies gus estico en contato
com alimentos, equipamentos em indistrias de alimentos e
utensilios, com intuito de obter condi¢Bes sanitérias gue
previnam a transmissdc de doengas através dos alimentos &
definide como sanitizagdce de teails superficies. Praticamente a
sanitizacic requer gue nenhum residue seja nocivo; nac reguer a
destruicds de todas as bactérias presentes na superficie
tratada. A utilizacidoc de sais de aménio guaterndrioc na
sanitizagdo de superficles fol sugerido por XROG & MARSHALL
(1940) .
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2.7, TOXIDEZ.

0 cophecimentoe das propriedades toxicoldgicas dos
compostos de ambnic guaterndric € Importante para gque &
seguranca, a Salde e o bpem estar do homem ndo  sejawn
conprometidos pele contate com  estes produtos guando sSao
fabricados, transportados ou utilizados. Pele menos Trés tipos
de respostas toxicoldgicas est8o assocliados aos andnios
guaterndrios: acg&o curare, ume paralisia muscular San
envolvimento do sistema nervess central ouw  coragdo;  agao
muscarinica, um estimulo do misculo lisc, e agao nicotinica e
viogueic de ganglios, wum estimulo primrico transiente e
sacundarioc persistente, depress&c ganglionar simpidtica e
parassimpética (CUCCI, 1940}. '

2 LDsc & o parametro mais freglientemente utilizado
para caracterizar toxidez e esta & dependante da rota de
administracic. NELSON & LYSTER (1946} descreveram LDso em ratos
para cloretc de miristil picolinico de 250 mg/Rg por
administracdc oral, 200 mg/Kg por injegdo sub-cutanea, 75 mg /Kg
por injegdo intra-peritonial e 30 mg/Kg por injecdo intravenosa.

A mais importante consideragao toxicoalégica
relacionada com a aplicagio de sals de ambnic guaternarios en
superficies de contatoe <om alimentos, € a determinaglo dos
efeitos cumulativos da ingestic de residucs desses compostos nos
alimentos. NELSON & LYSTER (1946) determinaram que o cloreto de
miristil picolinieco a ©0,1% (wm/v} na dieta de ratos n&o
interferiu no seu crescimentc normal, mas produziram a morte

quando administrada como Gnica fonte de fiuido.

A preoccupagdoc da "Food and Dbrug mRaministration®
sobre o perigo da contaminagdo dos alimentos, especialmente de
ieite, com residuos de sanitizantes guaternarios levou a
especificaghes para estes produtos, determinande uma lavagem con
dgua potawvel, apbs a sanitizac&o empregando composto de amdnio

guaternédrio.
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Em investigacdo culdadesa efetuada pela FDA 2
partir de estudos fornecidos pelos fabricantes de conpostos de
aménic guaternério, conclulu-se gue os regulamentos de aditivos
erm alimentos deven ser modificados para permitir o usoe segurs de
solucbes de sanitizantes em eguipanentos, utensilios &
superficies de contato com =zlimentes. Caso as solugbes nao
pxcedam 200 ppm de composto de amdnioc gusterndrio contendo igual
guantidade de cloreto de n-alguil (C - C )} benzildimetilamdnio
e clorsto de n-alguil (¢~ C,) dimetiletilbenzilamfnic {tendo
um pese molecular em torno de 384), o uso seguro ndc reguer a
lavagem das superficies e eguipamentos com &Sgua potavel, apds a
aplicacio dos compostos de aménio quaternério (Federal Register,
1969) . '

2 informacio toxicoldgica € apresentada como se
segue: compostos germicidas contende sais de amdnio guaternarioc
er solucdes com concentracio de 10% (m/viou mais, sdc téyicos,
se adminigtrados internamente e provocam irritagdc severa em
contato com a pele e mucosas. Com precaugdes normais, &
probabilidade de tal contate € extremamente remota e as
diluicbes efetivas usadas encontram-se em concentragdes muito
ahaixo da mencionada. Em solugdbes diluidas até 100 ppm, apenas
distorcbes nos procedimentos de operagido oferecerio problemas de
toxicidade aguda. Finalmente, a toxicidade crénica, como efeito
cumulative em alimentos contaminados com estas substancias via
residuos de solucdes usadas em eguipamentos de procegsamento de
alimentos ndéoc constitui um problema (PETROCCI, 1983}.
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2.8, MECANISMO DE AGAC,

2.8.1. IRTERAGCAO PRIMARIA.

2.8.1.1. Adsorgao.

Talvez © primeire da série de processeos envoelvidos
na interacdc do agente com a bactéria seja a adsorgdo ou
combinagdo reversivel dos Iong destes coppostos com a cé&lula
pacteriana (SALTON, 19251}, Estas evidéncias foram obtidas por
analogia com a hablilidade da bactéria enm adsorver lons
hidrogénio e outros cations em solucdc (McCALLA, 1946} MolALLA,
1841},

is células bacterianas apresentam alta afinidade
pelo bromete de cetiltrimetilamdnio. Staphylocoocus aureus,
Preoteus vulgaris, Escherichia ecoli, Streptococcous faecalls
{Enterpococcus }, Bacillus pumilus e Salmonella pullorum
apresentaram variagdes guanto & adsorgdc do agente, porém, no
nivel de saturac8o, observou-se gue a guantidade correspondia a
uma monocamada de detergente., Entretanto, para §. aureus esta
camada ocupou uma area de 15 vezes a superficie celular {(SALTON,
18513 .

4 agBoc inibitéria dos agentes catidnicos sobre as
pactérias pode ser retardada pelo tratamento prévio destas com
agentes surfactantes aniénicos (DUBCOIS & DIBBLEE, 1947). HA
também relatos sobre uma ag¢lc protetora para a bactéria, pela
presenga de compostos de baixo poder bactericida, Jjuntoe con
conpostos catidnicos efetivoes. Provavelmente este efeito
protetor opera através de uma mudanga no eguilibrio de adsorcgéo
do cAtion téxico, através da conmpetigdc peles sitios reatives

(VALKD & DUBOIS, 1944}.
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cutros trabalhos, entretanteo, tém divergido destas
observacdes. KLEIN & KARDON, 1947 verifigaram gue 05 compostos
anidnicos, adicionados apds exposig@o da bactéria aos compostos
catiénicos, mostraram-se incapazes de reverter o efeite

bactericida.
2.8.1,2. Mudancas na mobilidade eletroforética

as células bacterianas sf&o normalmente carregadas
negativamente guando suspensas em &gua e, ao aplicar-se uma
diferenca de potencial, as cé&lulas migram para o eletrodo

positivo.

Utilizando 10 diferentes organismos, DYAR & ORDAL
{19246} verificaram gue, Com © aumento da concentracdo de cloreto
de cetil piridinium, a mobilidade das células em direg8c aco
catodo diminuia gradualmente, até chegay a o e,
sventualmente, a carga aparentemente era revertida & as células
moviam-se para o &ncdo. A cancentracis da droga capaz de

produzir este padraoc, variou de espécie para espécie.

MeQUILLEN {1950}, wutilizando CTAB, confirmou o8
resultados de DYAR & ORDAL (1946} con Escherichia coli.
Entretanto, com as Gram-pesitivas Staphyleococcus aureus e
StreptocoCCus faecalls, encontrou~se Uma diferenca no
comportamento; apdés um ligeiro decréscimo na mobilidade, houve
um aumento abruptc da mesma em concentragbes entre 50~100 uM de
CTAB, seguido de decréscino progressivo. DYAR & ORDAL (1946) néo
verificaram diferencas no comportamento entre Gram~positivas e

Gram-negativas.
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2.8.2., INTERACAC SECUKDARIA.

E pouco provavel gue apenas a adsorgao das drogag
antibacterianas nas células seja um evento fatal. Apds a
adsorcae, entretanto, processes secundarios podem oCcorrer, e
estes contribuem para malor ou menor extensioc da inibigio dos
processos metabdlicos e reprodutivos da célula e até para uma
répida perda de viabilidade (HUGO, 1967;.

2.8.2.1. Modifiecacio na permeablilidade celular e liberagao de

constitupintes celulares

Em 1940, KUHN & BIELIG sugeriram gque os compostos
de amdnio guaterndrio provavelmente agiriam na membrana celular,
um conjugado lipoproteice, posto gue, tais substéncias tém

habilidade de dimsociar proteinas conjugadas.

BARKER et al. {1%4lv} reconheceranm, COWO possivel
mecanismo da atividade antibacteriana dos agentes surfactantes,
a capacidade de precipitar preoteinas e no caso de proteinas

conjugagdas, causar a dissociagdo.

HOTCHKISS (1844); BOTCHKIGS {1846} obleve provas a
nivel bioguimico, gue de fato ocorriam danos na membrana,
através da demonstracdo de gque compostos contendo fésforo e
nitrogénic eram liberados das células de Straphylococcus aureus

tratadas com compostos de amdnio gquaternidrio.

A confirmacdo deste mecanismo fol encontrada em
estudos de liberacdo dos anmincécidos glicina e dcido glutédmico
das células bacterianas (GALE & TAYLOR, 1946), e liberacgdoc de
iisina em guantidade proporcional & concentragio de CTAB, até um
nivel suficiente para a liberagdo total do aminoécido, e esta
acdc era acompanhada de alteracdc na estrutura superficial da
célula (MITCHEL & CROWE, 1847).
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Ssegundoe GALE & TAYLOR {1946) a agéo litica dos
antibacterianos estudados, incluindo o CTAB, era suficliente para

explicar sua aglo bactericida.

Promovendo o crescimento de Staphylococcus aureus e
peseudomonas fluorescens en melo contendo féaforo radiocativo
{933} , SALTOH (1950) verificou um aumentc na liberagédo de £°* no

meio guando o brometo de cetiltrimetilaménio estava presante.

2 liberacdc de purinas e pirimidinas de ce&lulas
Staphylococcus aureus tratadas com CTAB foram relatadas por
SALTON & ALEXANDER (1850) e SALTON (18B1).

SIADE  {1937) estudou o efeito de surfatante
catisnico em Streptococcus pyogenes & vwerificou alteragao na
permeabilidade da membrana celular, caracterizada pela liberacao
de lisina, acide glutamico e é&cidos nucleicos, ;:;czrém, gen

alteracido aparente na parede celular.

GILBY & FEW (1960) propuseram & teoria de gue &
carga positiva do sal de ambénio guaterndric se associa ao grupo
foafate dos fosfolipideos, enguante a porgao nido polar do
detergente penetra no Iinterior hidrofébicn da membrana. A
distorcio causada na membrana aumenta & sua permeabilidade,
expondo o protoplaste & lise osmbdtica. £ possivel gue haja uma
correspondéncia entre a morte e & liberagdc de solutos; logo, a
ruptura da membrana pode, seguramente, ser tomada come evento
ietal (SALTON, 1968, TOMLINSON et al., 1877).

Os sais de aménic guaternario, em concentracdes
stimas ou abaixo destas, causam lise ewm células de §. aureus;
acima destas concentragdbes, entretante, nao acarretam lise.
Estes resultados mostram gue as altas concentracdes fixam as
células, desnaturande as enzimas responsavelis pela autdlise.
Acredita-se gue ag baixas concentragbes promovam a likeracio dos
complexos de lipoproteinas e gue as enzimas autoliticas

tornam~se livres para atuar (DAWSON et al., 1983}.
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2.B.2.2, Coagulagio irreversivel Gos constituintes

citoplasméticoes

A coagulacio dos constitulintes citoplasmaticos, uns
lTesdn drastica, & normalmente verificada em concentrachbes muito
raiores do gue aguelas gue causam lise ou liberagao dge sclutos.
oz componentes ciltoplasmaticos mals provavels de serem
coaguiados ou desnaturados S8c as proteinas & 08 Acidos
nucleicos (HUGD, 1867)

Fxenplos de estudos desse efeito, realigados
através de microscopia eletrénica em c&lulas intactas tratadas
com compostos de amdnio guaterndrie incluem os trabalhos de
DYAR, (1947); MITCHEL & CROWE, (1947); SALTON et al., (1851}
DAWSON et al., {1953}; WASHAN et al., (1878¢%.

Uma técnica interessante Dara o estudo das
poagulagldo protoplasnica estd baseada na formagac de
protoplaste. Certas hactérias podem ser desprovidas da parede
celular, ¢ S isto ccorYer £m um meio onde hé balango da pressac
ocsmdtica, um  protoplasto esférico & formado., Se a océlula
original for um bastonete, oCOrre uma mudanga na forma, de
cilindro para esfera. Se a mesma operagac for realizada com
células anteriormente tratadas com un agente gue coamila ou fixa
o protoplasma, come 08 compostos  de amdnio guaternario,
shserva-se gue, ao dissclver a parede celular, € produzidc um
protoplasto em forma de cilindro, sem alteragdes na forma
original da c¢élula. 58 a coagulacio for severa, em subseglente
diluicic, néo ocorre lise, devido a explosfic csmética (TOMCSICK,
1958 HUGD & LONGWORTH, 1964) .

RICHARDS & CAVIL 1976 relataram gue © cloreto de
penrzalcénio proveocoava esse efeito: extraindo-se a menbrana
externa Gas células de Pzeudomonas aervginoza, as células
mantinham & forma apds a retirada da membrana, permanecendo &
camada de peptidescglicano intacta.
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2.8.2.3. Efeitos gerals ne metabolismo

Estudos sistemédtices sobre o mecanismo de agao d4os
compostos de aménie guaternéric foram realizados por MILLER et
1., 13183%; MILLER & BAXER, 1840; BAKER &L al., 12431s; BAXKER et
al.,, 1241w, en células de Staphylococcus aurgus, Sraphyiocoocus
epidermidis, Escherichisa coli, Proteus vulgaris, Sslmopella
paratyphi, BSarcina lutea, FPseudomonas seruginosa {pyocyneaj},
Zerobacter aerogenes, Shigella dysenterias e Lactobaciliuvs sp.,
concluindo gue os compostos de amdnio guaterndrio sdc inibidores
efetivos da respiragio, em concentracgbes de 333 pg/ml, e gue oS
microrganismos Gram-positivoes e Gram-negativos s8oc igualmente
afetados. A depressic no metabolismo e 2 norte celular S580

eventos gue coorrem paralelamente.

ORDAL & BORG (1942) estudaram o efsito do cloreto
de cetil piridinium na oxidagdoc de lactato enm StaphylococTus
sureus © Escherichia coli e verificaram gue o sistema
tactato-azul de metileno em S, aureus & mais susceptivel do gue

em E. coli.

SEVAS & ROSS {1944} estudaram o efeito de Zephiran
{clorete  de alguildimetilbenzilamdnio} em certos sigtemas
enzimitices de levedura. As bandas de absorcdo do citocromoe C
mostraram menor intensidade, gquando tratadas com 1.000 ug/ml 4o

composto.

Existe uma alta correlacdc entre morte celular e
inibig@o da oxidagéo da glicose em Escherichia coli, caugada por
5 diferentes compostos de amdnio guaternario (KNOX et al.,
1549} .

HUGO (1952} concluiu gue o CTAB inibe o consumo de
oxigénic em E. celi e correlacionou este efeito com perda de

viabilidade das células.
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Segundo ARMESTRONG (1957) a reacio téwica inicial de
diferentes compostos catibdnicos em leveduras, € z desocrganizagio
da membrana celular, seguida da inativacgio de enzimas celulares.
Em balixas concentracées, come 0,1 = 107K de sal de ambnio
guaterndric, entretanto, hé& um peguent aumente na protugio de
Acidoes.

SCHARFF & BECK (1%59) fizeram uma investigacgio
detsihada desse efeito egtinulante causado por paguenas doses de
sloreto de benzaleofnlo nas reacbes metabélicas de leveduras =2
verificaram que o metabolisme da glicose, em condigdes
anaerdbicas, sofre progressiva inibigdo, gualguer gue seja a
congentracio da droga. Em presenga de ar, © consumo de 02 & &
producie de COa s&o estimulados em 33 & 50%, respectivamente, na
presenga de 3,5 ug/ml de massa seca de levequra. Deduziu-se gue

o efeito Pasteur tambér fol inibido.

Esse trabalhe fol estendido por SCHARFF & MAUPIN
(1960}, gue distinguiram dois nivels de atividade do cloreto de
penzalednia, dependende da concentragdo. No primeirc, a zona
pré-litica, observou-se consumoc de O aumentado, efeito Pasteur
inibido, permeabilidade da membrana nfo afetada e fermentagao
nin apreciavelmente afetada, Ra ssgunda 2ona observou-se
permeabilidade afetada demonstrada pela perda de lons potassio,
e fermentagic inibida. A inibigdo da fermentagdoe pode dar-se
devide & perda de cofatores essenciais ou & interferéncia com o
transporte da glicose para o interior da célula, e nac & uma

acico direta do cloreto de benzalcdnio sobre as enzimas.

% pré-disposicgdio para a rota fermentativa aerdbica
foi causada pela alta concentragdo inicial de glicose no melo.
com 11 mM de glicose, a fermentaglo aerdbics & desprezivel, mas
encontra seu maximo com um aunentoe de 100 vezes na concentragac
de glicose. © mnesmo resultado pode ser obtido por adigdc ds
excesso de composto de dois carbonos (acetato e acetaldsido) e
também por adigdo de cloreto de Dbenzalcénio, em baixa
concentracdc pré-litica. O cloreto de benzalcdnic blogueia a



oxidacic do acstate no cicle de Krebs, & causa actgnule de
acetato, produzindo o mesmo efeito observado guando se afdicliona

excezso de compostos de dois carbonos (BIRLER &L gl., 1261},

2 9. RESISTENCIA AD CTAE.

& estudo da resisténcia das bactérias aos sals de
aménic guaterndric & importante, uma vez gue selucbes desses
saig, contaminadas, tém sido fonte de casos Ge bacterenia por
Pseudomonas (LOWBURY, 18851, EKEOWN et al., 1857; PLOTKIK &
AUSTRIAN, 1958, MALEZIA et al,, 1960, LEE &k FIALKOW, 13861, ADAIR
et al., 1969; HARDY et al., 187¢; ADATR et al., 1971; PHILLIPS
et al., 1871; DIXON et al., 197§&, FRANK e SCHAFPFNER, 1976} .

Em 1988, RUSSEL & GOULD apresentaram uma revis&o
sobre og dois possivels mecanismos de resisténcia bacteriana. ©
primeire & a resisténcia adguirida e o segundo & a resisténcia
intrinseca, Como resisténcia adguirida TOWNSEND et al. (1984} ;
TENNENT et al. (1985); EMSLIE et al. {1986} relatararn a
resisténcia mos sails de amdnio guaternfrio mediada por plasmidio
em Staphylococcus aureus. Em pacilos Sram-negatives, entretanto,
£al resisténcia ndo foi encontrada. Resisténcia aos compustos
guinicos hidrofdbicos e hidrofilicos & um exemplo de resisténcia
intrinseca (NIKARIDO, 1976; NIKAIDO & WAKAR, 197%; MNIKAIDO &
VARRA, 1985; OSBORNE & WU, 1980).

Certas espécies de bactérias Gram-negativas
adguirem tolerdncia aos compostos de aménio guaterndric em
transferéncias seriadas com aumento progressive da concentragac
(CROCKER, 1951; CHAPLIN, 1651 ; MacGREGOR & ELLIKER, 1858; SOPREY
& MAXCY, 1968).

ADARIR er al. (1971) verificaram que FPseudomonas
aeruginosa resistente ac cloretc de benzalcebnico era, também,

rezistepnte a outros sais de amdnio guaterndrio sendo, porén,
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mais sensivel & polimixina B, sulfato de colistina e EDTA.

s células ds Fseudomonas aeruginosa resistentes
acs compostos de amdnio guaternéric produzem, durante o seu
crescimento, alta guantidade de acetato de etila e valerato de
etila, perden & habilidade de sintetizar lipases e proteases
extracelulares e sdc mals resistentes & ruptura osmdlica (WASHAN
et al., 18782}, S&c, também, mals sensiveis ac pH, ndo crescendo
em pH §,0, enguante as sensiveis crescem em pH 4,5 (WASHAR et
al,, 1976n). As células resistentes sdc 30% menores 4o gue as
sensiveis e =80 imbvels devido & perda de flagelo. As cé&lulas
resistentes apresentam corpos elétron-densos de 0,05 a 0,2 um de

Gifmetro.

iz células de Escherichia celi telerante aocs sals
de ambénic guaternéric s&oc mals resistentes & ruptura com
rratamento sénico (MAXCY et al., 1971}.

5.9.1. LIPiIDEOS E RESISTENCIA.

» primeira sugestdoc de gue os lipideos bacterianos
poderiam ter significé@ncia na determinagdo da resisténcia das
bactérias aos compostos de amdnio gquaternaric fol provida por
DYAR & ORDAL (1946).

ANDERES et al. (1971), posteriormente, verificaram
gue as células resistentes de Pseudomonas aeruginosa, crescendo
na presenga de sal de amdnio guaternidrio, apresentaram 77% mais
lipideos totais do gue as células sensiveis. Na auséncia do sal,
mantiveram a resisténcia e apresentaram 27% mals lipideos gue as

cé&iulas sensivels.

¢ contetido de lipoproteina na superficie celular de
Serratia marcescens € significativamente wmalor em c&lulas

recistentes as aménic guaternédric (CHAPLIN, 1952) e ¢ contefide
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de lipideocs em Enterobacter cloacae & malor nas células

resistentes ao cloreto de benzalednio (NISHIXAWA el al., 187%9).

As células resistentes de Pseudomonas aeruginosa
apresentaram maior gquantidade de fosfolipideec e lipideos neutros
na parede celular, em comparagdo com as cé&lulas suscephiveis. &
permeabilidade & reduzida devide ac aumento de &ocidos graxos
{SAKAGAWI et al., 188%}.

2.10. HEMBRAKA CELULAR.

As bactérias apresentam uma notével habilidade para
alterar o szeu metabolismo, em resposta & mudangas nas condigdes
ambientais. 2 primeira estrutura através da gual esta alteragio

ccorre & o invilucro celular {WILLIAMS, 1988).

o invélucre celular de bactérias Gram-negativas é
mma estrutura complexa, gue consiste em 2 membranas, separadas
por uma camada de pepdidecglicanc, e um compartimento Chamado
periplasma. © periplasma forma um nicro-ambiente entre a
membrana citoplasmética e o meio externo; segundo HOBOT et ai.
(1984} o peptidecglicano ocupa © periplasma na forma de gel.

Sobreposta & camada de peptidecglicans encontra-se
s membrana externa, uma bicamada composta de fosfolipideos,
proteinas e lipopolissacarideos (LPS). A distribuicdo dos
fosfolipideos & incomum, ocupande a face interna, enguanto o=
LPS ocupam a face externa. Os LFS encontram—ge ancorados na
membrana através de ligacbes com as proteinas gue tém um papel
sssencial na manutencéo da membrana externa, Como barreira
permedvel (HANCOCK, 1884; NIKAIDO & VAARA, 19%85). H& um grande
nimero de proteinas na membrana externs, envolvidas no
trangsporte de solutos através desta barreira. Um grupce especial
de proteinas s&c as porinas. Aproximadawente netade da massa da

membrana externa & composta de proteinas [OSBORN et al., 18723 .
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& membrana externs d¢ baciérias entéricas e algumas
sutras Gram-nsgativas atus como forte barreira de permesbilidade
pars muitos antibidticos (novobiocina, rifamicina, lincomigina,
clindamicina), gue sfc efetivos contra cutras bactérias (NIKAIDO
& NARAE, 1979).

2 membranz citoplasmitica & considerada ocomo a
meior barreira das cé&lulas para moléculas hidrofilicas ou
ienizadas, mas & fato geralmente aceite gue moléculas
moderadanente hidrofébicas poder penstrar e atravessar a

hicamada de lipidecs, & temperatura de crescimento.

2 maioria dos estudos scbre membranas ds bactérias,
incluinde funcdoc, organizagBo, e caracterizagdo (SCHRAITMAN,
1970a; DAIRIENZO et al., 1978; BRAUN & HANTKE, 1874; OSBORK & WU,
1980: HANCOCK, 1984), tém sido realizados conm gapécies da
familia Enterobacteriaceas, principalmente Escherichia coll
(MIURA & MIZUSHIMA, 198693 NIKAIDO, 1976; ZIMMERMANN & ROSSELET,
1277; HARDAWAY & BULLER, 197%; GMEINER et =al,, 1B8G; NAKAE &
ISHII, 1980; NIEARIDO & ROSEMBERG, 1981 NIEAIDO & ROBEMBERG,
1983 MARVIN et al., 1938}, Saimonella typhimurium ([OSBORN et
al., 1972; NBKAE & NIKAIDO, 1975 KAMIO & NIKAIDO, 1877) =
Proteus mirabilis (HAESIK et al., 1875}.

outra bactéria gque tem recebide muita atencdo 2
Pseudomonas aeruginosa (MIZUNO & KAGEYAMA, 19787 HANCOCK et al.,
187%; HICAS & HANCOCEK, 19%80; HANCOCK et al., 1982; NICAL &k
HARCOCE, 1983a; NICAS & HARCOCK, 1983wy YOSHIMURA & KIEAIDC,
1982; ANGUS et al., 1982; YOSHIMURA et al., 1883}.

crande parte das técnicas descritas na literatura
para a obtengio de proteinas de membranas de hactérias
Gram~negativas bassiam-se nos trabalhos de SCHNAITHMAW {1870a});
SCHNATTMAN (1970w} ; SCHNAITMAN {1871a); SCHHNAITHMAN {1971v} . Tais
récnicas enpregam  em geral & ruptura dasx cé&lulas com
lisczima~prensa francesa ou lisozima-ultrassom e solubilizacdo

de proteinas com detergente Triton X-100. A eletroforese de
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proteinas em gel ds poliacrilamida fol degscorita originalimente
por LAEMMLI (1870).

Z.11. SURFATANTES E MICELAS,

Z,1%1.1., TAKANBD E FORMA DAS MICELAS,

O surfatantes, e solugdo, paden formar,
dependendc da concentracic, agregados micelares gue vEénr sendo
investigados hd sete décadas. Entretanto, somente agora té&m side
nelhor Campraendiécs (FROMHERZ, 1980; DILL & FLORY, 1981). As
micelas iénicas possuem cerca de S0 a 200 nmoléculas Ge
surfatantes gus, er sSolugdc aguosa, arg&nizamwsé em  ums
estrutura onde as cadeias hidrofébicas estdc voltadas para o
ntcles do agregado. A parte hidrofilice, portanto, se dirigs
para a superficie, formandc a camada de Stern, na gual cerca ds
10 a 30% dos grupos estdc lonizados, com os  contra-lions
remancscentes formandc a dupla camada elétfrica de Gouy~Chapnan
(Figura 1). O didmetro do nlocleo varia de 10 a 30 Angstrons,
sendo gue a camada de Stern tem alguns Angstrons de espessura
engquanto gue a camada de Gouy-Chapman pode atingiy até algumas
centenas de Angstrons {(FENDLER, 18B2}.

Historicamente, ¢ primeirc modelo de micelas fol
proposto por MoBAIN em 1314, sendo conhecido come © wmodelo
iamelar, onde as moléculas de surfatante estariam dispostas lado
a lado e, também extremidade a extremidade, formando uma folha
(MENGER, 1879). HARTLEY (1935), HARTLEY (1948} propSs o wodelo
ciédssico, como sendo a micela constituida por um naclec apolar,
envolvido por uma camada de Ifons. Tal modelo falha na explicacic
Ge diversas observacBbes tals como a guestdc da penetragaoc de
dgua nas nicelas e & presenga de moléculas pouco polares

ipcalizadas na superficie poliar.
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MENGER {1%7%) propés uxm wodelc oonstitulde de
sstruturas nolegulares, a partir de um centro de simetria. 02
espacos vazios sdo reduzidos a um minimo, sendo admitidas dobras
nas cadeias de hidrocarbonetos. Assim hi uwm eguilibrio dindmico,
de partes da cadeia apolar na superficle, coexistindo com ifons €
moléculas de &gua. Este modelo, entretanto, superastima a

snetracio de dgua no interior da micels.
B

Camada de

i
1
P svern

)

puplia camsds de .

Gouy-Lhapsan

Fig. 1. Modelo de micela, extraido de FENDLER 1875.

De mwodo geral admite-se gque as micelas, en
concentracdes n&c muitc acime da concentragdoc micelar critica
(c.m.c.), S8c aproximadamente esféricas ou elipscidais. Porénm,
eom o aumento da concentragdc de surfactante, elas passam a se
alongar, adguirinde geometria cilindrica ou lamslar. Aumentando
mais a concentracidc hé a formagio das chamadas fases de cristal
Liguido. Em solugbes aguosas concentradas de CTAR, as micelas
esféricas e c¢ilindricas coexistem, sendc gue o contra-ion
predomina em torno das micelas cilindricas (ALMGREN et al.,
19783 .

28



Az micelas come as mostradas na Filgura 1 s&oc ditas
normais. Existem também as micelas reversas, formadas  an
splventes apelares nas guais, os grupos polares estao volitados
para o nGclec, microregifo hidratada, e a parte higdrofébica para

a superficie.

as wmicelas fornecer microambientes gue diferem
substancialments do  anbiente dGa  fase  aguosa, possuindo
polaridades e viscosidades efetlvas gue varian de acordo com &
regific do agregadc. AS micelas en solugdes aguosas apresentan
microviscosidades entre 15 e 30 cP sende, portanto, mais altas
gue & viscosidades de solventes organicos ou da &gua (1 a 2 <P},
porénm muito menores gue a de bicamadas de vesiculas lipidicas
(200 cP) (KALYAWASUNDARAM, 1978; TURRO et al,, 1880). Algumas
observacdes evidenciam a existéncia de um gradiente de
viesposidade en direcdo ac niclec micelar, com o8 grupos metila
terminais da moléoula de surfactante compottandoc oono  se
setivessen em solvente apolar (KALYANASUNDARAM & THOMAS, 1876 .

4 c.m.c. de micelas ndc iénicas & normalimente 100
vezes menor que a de micelas iénicas, contendo grupos
nidrofébicos comparéveis em tamanho. Diferencas estruturals
importantes também ocorrem, em consegliiéncia do tamanho 4O grupo
polar e do impedimento estérico. Uma vez que a carga positiva do
Atomo de nitrogénic guaterndrioc de micelas catibnicas & mencs
exposta gue a carga negativa de micelas aniénicas, a proximidade
dns contra-ions ac grupoe pelar & menor nas micelas catifnicas, e
como resultado, sua estrutura & mals compacta. Conseglentenente,
ama micela catiénica & capaz de solubilizar maior guantidade de
substrate ndo polar que a mnicela anidnica de peso molecular

semelhante {FPENDLER, 1875}.



2.11.2. CONCERTEACAD MICELAR CRITICA.

& formacio de nicelas &, em geral, um pProcessso
cooperativo € a concentragic micelar critica {c.m.¢.) representa
a concentracidc iimitante de moléculas nBo associadas gue poden
ewistir em scolucio (MYSELS & MUKERJEE, 1878). O valor da c.m.o,
depende da hidrofobicidade da cadeia hidrocarbbnica, da cargs
liguida do surfatante, da natureza dn contra-ion, d4do tipo &
concentracic de eletrélitos adicionados, assim come do sclivente.
L c.m.o. & também afetads pela temperatura e pressdc (FENDLER,
1982},

% concentragio micelar critica {(C.m.c.)] represzenta
uma esstreita faixa de concentragdes onde diversas propriedades

fisicow~guimicas da solugio sofrem alteragles sensivels (FEHDLER,

Fwé

i
a7hy
Existen diversos métodos gue podem ser aplicados na

deterninacio da c.m.o., dentre 08 guais podewmos citar: medidas

sobhrea condutividade elétrica, absorcao de corantes,
spiubilizacdo, tens&o superficial, indice de refracio,
espalhamente de  1uz, ato. ¢ wvalor da CLm. G depende

consideravelmente do método utilizado para a sua determinacio

{SHINODZ, 1963).

Z.11.3. ABSORCAO DE CORANTE,

ns primeiras observacdes de HARTLEY (1834 e
SHEPPARD & GEDDS (1945) de gque & fluorescéncia de alguns
corantes muda dependende da locallizagdo do corante, istoe &, se
setd livre na soluclo, adsorvido ou absorvideo pela micela, foram
utilizadas com sucessc por CORRIN & HARKINS (13847) e KOLIBOPYF &
STRICKS (1548).
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5 corante & mantido a uma concentragic constante
{aproximadamente ldﬁﬁ}, Na c.m.o. a ¢cor da sclugdo sofre uma
mudanca wmarcante, levando a nudangag no espactre de absorgdoc 4o
corante. Com surfactantes catidnicos, alguns dos corantes
ptilizados BEC: engina, eritrosina, filuoresceina &
dicliorofenol-indofencl (SHINODA, 1963).

n existénciaz do ponto isosbhéstico no espectre de
absorcio & uma evidéncia gue o corante livre na solucic estd en
equilibric com aguele Ga micela, e gue ambos tén a nNesia

shsorbancia em um Gado comprimento de onda (SHIRGDA, 1863} .

2.11,4. INTERAGCAQ DE SURFATANTES COM BIOMEMBRANALS.

% interachdc de substancias anfifilicas solivels
{surfatantes) com moléculas anfifilicas inscliveils {cono
fosfolipideos) & complexa. Quando a concentracio de surfatante &
paixa, sSuas mneléculas estao associadas com a bicamada de
fosfolipideos sen mudangas né extrutura geral desta {(DENKIS,
1974; RIBEIRC & DENNIS, 1974}.

Hi revisées detalhadas disponivels  sobre  as
propriedades dos surfatantes utilizados na solubilizagdo de
membranas (HELENIUS et al., 1978}, e interaghes de surfatantes
com proteinas e seu uso na solubilizacdo de membranas {(TANFORD &
REINOLDS, 1976; HELENIUS & SIMONS, 1975} .

Acima de uma determinada concentragdo, o surfatante
pode acarretar um aumento da permeabilidade da membrana
(LICHTENBERG, et al., 1879}, sem contudo causar gualguer efeito
na sua estruturs geral. Aumentando & concentracido de surfatante
na bicamada acima da concentragao critica de transigado

iamelar/micelar, micelas mistas séc formadas {Figura 2}.
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nusndo um surfatante & adicionado & uma Ccamadas de
fosfolipideos em welo aguoso, o surfatante se digtribuil entre a
hicamada e a solugdo. Estudos realizades com taurocolate, SRS e
cctil glucesideo com bicamada de fosfatidil colina sugsrem gue a
concentracdo de surfatante livre em sSclugdo permanece abaixnoe  da
a.m.o. do surfatante purc (HELENIUS & SIMONS, 1975; JACESOR et

al., 1582).

Ricamada de FL
L
+ B
%

{Bicamada FL}S» saturado R

aat

+ B
3

{Bicamada FL}S» + (Micela mista, FLS»)

b
; + 5
1]

(Micela mista, FLSp) + (Micelas de surfatante) R

gl

Sn, 5w, Sp-moléculas de gsurfatante hos Cconplexcs.

sat &0l
R I3 th

)

-wide texito,

Fig. 2. Representagdo esguemftica da segligncia de eventos na
exposigio de fosfolipideos (FL}Y& guantidades crescentes
de surfatante {8). Extraido de JONES, 139¢.

& concentracio efetiva de surfatante nas micelas

mistas & dada pela seguinte equag8o (LICHTERBERG et al., 1983;
LICHTENBERG, 1985).

[surfatante] - [monomeros de surfatante]
R = T - - {‘1‘}
e [fosfolipideons]
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45 micelas mistas comegam & Se formar apenas depoils
gue a camada de fosfolipideos torna-se saturada com surfatante.
Uma mistura de bicamads saturada de surfatante e micelas mistas
saturadas de fosfeolipidecs deve coexistir (Figura 3} até
suficiente surfatante ser adicionade levando & conversio total
gz bhicamada en micelas mistas (DENNIS, 1%74; RIBEIRC & DENNIE,
1874) .

Nesta regific, a raszdo efetiva entre surfatante =2

fosfolipideos ex estruturas agregadas & definida como R .
=]

et - fusl -
, monémercs dé| _[surfatante]
& {?urfatant%J surfatante i} lem micala@}
R = . N N
’ . _{fosfolipideons
[?stcllyiéaakj {;as pieelzs :}

¥ a razdo entre surfatante e fosfolipideos nas

micelas mistas, sz & definida pela eguacdo:

' . 1 mondmeros de {éurfatante em 7
. [%urfatant%l Lgurfatante | |agregados solubilizéveis] -
) r ey fosfolipidess em 1
L?GSlelpléeg%] [@gr@gado& solubilizévels|

o minimo R para completa solublilizagdc, na gual

. . - . : " s i
todo lipides estd nas micelas mistas & referido como R, 0 R
L4 a

no inicic do processo critico de solubilizaclio em gue ocorre a

T . - o i
transicic lamelar/micelar & definido como Ria .
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Mepbrana

P
0o

Yembrana Sn Saturagao
+ &
1
Mambrana Sa» Lise
3
+ B
5
Lipideo-proteina~Ss + Lipldeo-5p Ruptura &
complene mlceia migta Belubilizacle
b o+ s

I

I
proteina—~8p + Lipideo-&r + bs

complexs migela mista mioela

85, Sx, 8p, 5r, Sp-moléculas de surfatante nos conplexos,

Fig. 3. Representacao esgusmética da segligncia de eventos na
exposicio de biomembrana & guantidade crescente de
surfatante (3). Bxtraido de JONES, 18%2.

0os detalhes da solubilizacfio da membrana variam con
a conposiglo desta, mas o estado final, gue consiste na
solubilizacdo do complexo proteina-surfatante, demonstra gque a
interacio entre surfatante e proteinas &, em geral, mais forte
do gue o gue existe entre proteinas e lipideos da nenbrana
{JONES, 1992).

o complexo proteina-surfatante atinge a saturacgao
assim gue o surfatante livre, en equilibric com o complexo,
aproxima-se da c.m.c.. Portanto os complexos sdo mais estdvels
do gue as micelas, € as proteinas apresentam uma superficie
anfipatica complementar na gual o surfatante pode se condensar

(JONES, 1962).
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2.11.5. INTERACAO DE SURFATANTES COM PROTELINAS,

0z surfatentes poder interagir com proteinas en
pelo mencs trés modos distintosr 1) asscciacdo com sitios
especificos nas protelinss, 2} associagho cooperativa entre
proteina & um grande nimerc dsa moléculas de surfatante, sen
grandes mUdangas conformacionais & 3} asscciaclo cooperativa Com

desnaturacioc da proteina.

Este Gltimo ocorre entre o dodecil sulfato de sddio
(D8} e todas as proteinas. H& entretanto, excegdes destas
generalizacBes. Algumas protelnas como a glicome owidase (JONES
et al., 1982«), a catalase bacteriana (JONEE et al., 18B2p), a
papaina e a pepsina (NELSON, 1971} sao registentes &
desnaturacdoc por SIS, scbh certas condicdes, havendo WES|S CAS0S
de ativacic de senzimas por surfatantes, Ccowo na catalase de
Aspergillus niger por 508 {TONES et al., 19287}. O0s surfatantes
anidnicos como deoxicolato podem ativar snzimas como fosfolipase
de Bacillius cereus (EL-SAYED & ROBERTS, 1285)

& interacioc nfo cooperativa, isto &, ligagic en
=itios distintes na proteina nativa ndo  produz  nudanga
detectivel na conformacio {NOZAKI et al., 1974}.

rm todos o5 casos, a atividade termodindmica do
surfatante & determinada pela concentragdo das moléculas nao
associadas, nao havendo contribuicgdo de micelas. As micelas e as
moléculas de proteinas podem se associar através de interagzo
polar entre a proteina e a superficie da micela. Este tipo de
interagio, entretanto, n&o ocorre CoOm gsurfatantes idnicos gue s&

ligam fortemente & proteina, en concentracbes abaixo da ¢ .Ww.C..

05 modos cooperativos de associagdo reguerem mwalor
concentracic de detergente monomérico gus aguelly necessaria pars

azsociacéo com sitios especificos na proteina mnativa. A

(o)
in



termodindmica da formacic da micela torna-se entioe um fator
importante, sendo razodvel supor gue todes os surfatantes s80
capazes de associar-se cooperativamente com as proteinas. Os
surfactantes com baixa c.m.g., entretante, nio tém concentracio
suficientenente alta de monfmeros para gue ocorra esse tipo de
associacic {MAKINC et al., 1973}.

HE pouces estudos de associagdo de surfatantes
cxtifnicos com proteinas. Um estudo preliminar de associagdo
entre DTAR (dodeciltrimetilaménio} e albumina de soro boving
(FEW et al., 1%55) indicou a ocorréncia de ligacfo cooperativa
com desnaturac8c. Estudos eletrofeoréticos {[WILLIAME & GRETZER,
1971; FAIRBANKS & AVRUCH, 1872}, sugerem gue o oTAB cowmbina-se
com diversas proteinas e o comportamento gletroforético do
complexs resultante assemelha-se ao complexe formade entre
proteina e SD5. Ha tanbém evidéncias de associagdo aanperatlva
entre glucagon € tetradeciltrimetilaménio e cetiltrlmetllamcnie,
cow  acompanhamentoe de mudangas conformacionais {BORNET &
EDELHOCK, 1%71}).

Os surfatantes catidnicos e anidnicos sic similares
en alguns aspectos: a concentracdc de surfatante na gual ocorre
a ligacdo cooperativa & praticamente & mesma para uma grande
varisdade de proteinas, e a restrigao conformacional iwmposta
pelas pontes de dissulfeto leva a um nivel menor de ligagdes do
que o observado guandc as pontes de dissulfeto estéo reduzidas
{REYROLDS & TANFORD, 197¢; PITT~-RIVERS & IMPIOMBATO, 18683 .
Entretanto, dois niveis discretos de saturacgao .naS"pruteinae
reduzidas foram cobservadas para SDS (REYNOLDS & TANFORD, 1870} e
apenas um nivel fol observado para tetradeciltrimetilaménioc
(NOZARI et al., 1974).

5 diferenca mais importante entre OS dois
surfatantes esté& no fate de gue o modo copperative de ligagéo
para o surfatante catidnico, ocorre em concentragaoc muite perto
da sua c.m.c., enguanto gue o correspondente processo, para 205,

em forga idnica similar, ocorre muite abaixo da c.m.C..
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A associagdo cooperativa entre o cALion
retradeciltripetilanénio {TTA) e proteinas, em aita concentracio
Ae surfatante, & similar aoc processo com SUS, resultandoc an
complexos gue Lém guase as nesmas proprisdades hidrodindmicas.
entretanto, a concentracio de surfatante catidénico am gue olCorrs
2 transicic & aproximadamente 10 vezes maior do gue a regusrida
para 8DR&. O TTA tem unma cadeia alguila maior, correspondente a
uma maior hidrofobicidade intrinseca e sua C.m.C. & menor do gue
s do SDE.

n explicaclc para a diferenga na concentragao
critica para a ligacic cooperativa ndc & & mesma utilizada para
& néo observagio de ligagao cooperativa com surfatantes nio
iGnicos (MAKIRG et al., 1973). Os surfatantes ndo iénicos tenm
c.m.c. menor gue os idnicos de wesmo comprimentce de cadela
alguila, devido & menor repulsic entre O grupos polares. S& ©
grupe polar tem pouco efeito na afinidade por proteina
desnaturada, a vantagem competitiva entre assoCciagio conm
proteina & auto-associacic para formar micelas pode entdo mudar,
favorecendo a formacgio de micela, guando um grupo polar idnico &
trocade por um nioc idénico. A troca de um grupo idnice por outre,
entretanto, nac tem efeitc na Cc.B.C., sendo a o.m.c. de TTA
guase a nesma de eag&s&;. Apesar disso o catiénico & menos
aefetive gque CiEQSO':; o CMDS(}; emn promover a transicdo

cooperativa.

0 grupo polar tem um importante papel nc WECANiISNO
dz ligagdo. Uma vezr que a transicéo cooperativa em SDBS e TTA
oocorre  na  nesna cancent:agés para wuitas proteinas € ©
envolvimento do grupe polar ndoc deve depender da caracteristica
especifica da seqléncia de aminocacidos ou outros aspectos da
estrutura da proteina, uma explicagdc razoavel & gue o
surfatante ndc pode ligar-se CORG uUma camada uniforme, scbre a
cadeia polipeptidica porgue estaria sujeito & repulsac
eletrostatica, em posicdes onde as cadeias laterais de nmesma

carga projetam da superficie. Entao, as moléoulas de surfatante,
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primsiramente atraidas pela proteina por interagic hidrofébica,
+enderiam a se compactar sobre as cadeias laterals de carga

oposta.

A interacdc entre DTAB e o polieletrélito sintétice
poliestireno sulfonate (PSS) foi examinada por HAYAKAWA & KWAK
{1982} gus estabeleceram gus O detergente interage fortemsnie
com o polieletrélite num processc gue envolve um efeito

cooperativo.

Fig. 4. Ilustragdo da interacdc de moléculas de surfatante com
polieletrélito, mostrando & formagdo de peguUenos
agregados em grande nimeroc. Ewtraido de ABUIN &
SCATANG, 19B4.

ABUIN & SCAIANC (1984) verificaram gue 20 a 95% do
surfactante estd ligado ac PS5, € gue a adicdo do DTAB acarreta
um decréscime na viscosidade devido ao enrolamento da cadela do
PSS, gque acompanha a ligagao cooperativa. Este trabalho enfatiza
gue a agregagac ocorre em concentracdes abaixo da ¢.m.C., € isso
demonstra claramente gue estes agregados ndc Sao micelias
convencionais (Figura 4). O nimerc de moléculas na agregagio €

de 7 a 10 por sitlo, portanto, menor do gue nas micelas.

o mesmo comportamento também pode ser esperadc para

interacdc entre surfactantes e proteinas {JONES, 189%2).
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3. MATERIAL

3,1, MICRORGANISMOS UTILIZADOS

As culturas de Lactobacillus fermentum, Legconostiod
mesenteroides subesp. mesentercides, saccharomyces cerevisiae
CBS 1171, Saccharomyces cerevisiae FPTP 0472 , e Escherichisa
coli fazem parte da colegdo de cultura do Laboratdrio d4e

Microbiclogia da Faculdade de Engenharia de Alimentos.

Az culturas: Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145,
reudomonas mendocina ATCC 25411, Pseudomonas acidovorans ATCC
17438, Pseudomonas cepacia ATCC 25416, & &lcaligenes faecalls
arerc 8750 foram gentilmente cedidas pela Fundag@o Tropical de

Pesguisa e Tecnologia "André Tesello®.

as  culturas de Acetobacter aceti  IZ 2023 &
icetobacter pasteurianus IZ 2024, ambos de procedéncia HNUR,
foram gentilments cedidas pele Prof. Dr. Claudio Rosa Gallo 4o
Departamento de Tecnologia Rural~ESALQ-USPE.

A cultura de Klebsiella terrigena foi gentilmente
cedida pela colega Neusely da gilva, bactéris isclada de Torre
de Eesfriamento de usina de aglGcar e dlcool (Teze de mestrado
FEA-UNICAMP) .
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3,2. HEIGS DE CULTURA.

2.2.1. Meio CR {Caldo Hutriente)

Empreagado na reativagdo Gas hactérias

Gram~negativas, excealo Adcetobacter spp.

enpregado

terrigena

Bxtrato de CAYTIC . s avvencnnvscesnsnrsossd &
Peptmna.,.,.os,.ﬁe.,....t,..,..ﬁ.,,.,.S g
H_O destilada... ... heaamrtrven ey 1.000 mi

3.2.2. Meic NA {Agar Nutriente}
o meic 3.2.1 acrescido de 1,5% de sgar foi
na manutencic de Escherichia coli, Klebsiella
e Alcaligenes faecalis.

3.2,3. Pseudomonas agar F

ptilizade para manutengao de Pseudomonas spp.

Bacto proteose peptona. caevrerieacv..20

g
Maltose...... erreanecsrasuarenseaaneil g
KzﬁPOQ... ..... RS

g

sulfato de MAgNESic...crrscnrsnancsesldd
HQ-.» llllll tIO“Cll‘lbb‘ll"‘ﬁnkt&lv&ﬁa ml
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3,2.4. HMeio ACE
ptilizade para reativaglo de Acetobacter spp.

Triptoni.cveceecucncnnns Cheass e .50

Extrats G 1oVvedUTB..-vsrcesrcccrenrsad

o OBPD i cerasevnoansusxesranenas s wad
e 4

L IO . c cvosrocarnosanecsnorsncasnnssodld

HEG.,.uﬁ.,..,a*..*”,......‘,..g,b,lnﬁaa Wi

[ JEUe ST Rt e

3.2.5. Meioc ACEA

O meio ACE acrescido de 2% de Agar foi wutilizade

para a manutengio de Acetobacter spp.

3.2.6, Litmus Milk

Utiligado  para manutencdo de Lactobacillus

Fermentum ¢ Leuconostoc megsenterpides,

Bacto Skin MilK...ovovennences veeeer k00 g
Barto LitIUS...coccononaacasvreees=0,75 G
Hzﬁndgtltoliﬂl!ﬂl‘*.‘(‘I.‘lrtlb(t&t'iﬁﬂag ml

3.2.7. PDA
Utilizado para manutengdo de Saccharomyces Spp.
Infusio de bataba.. i crcavrvrccaney R+
GliCOBE. s vaneevsassnsancrsssvasssnsoes 20 g

Rga—riﬂoaitﬂébﬂtti}iﬁﬁ"t*‘»bﬂ*&'ﬂv'«»&'&}-bg
HEG AeStilaG8. . crvecssvevsnennes et 300 ml



3,2.8., Helo MRS

Ttilizado para reativagio

fermentum © Legconostoc megentercides,

Bacto pratecge peptona

Bwtrato g CarnG. ... .
Extrato de levedura..
[T vl o s Y- SR
Citrato de amdnio....
acetato de s64io.....
sulfato de magnésioc..
sulfato de manganés..

Tweelt B.vecrssncesns

Hzi}ﬁowtivﬁﬂﬂﬂl»alktl.

-

-

3,%.9. Meio

YEPD

ptilizade na reativaclo

saccharomyces cerevisiae.

retrato de levedura..

Peptond@. cccorves e

et O8G . c s s n e s v o xox

B Oivearrnannrsnsssen
z
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3.3, Encimas

Lisozima {(5IGMA}
Novozym- ' (NOVO NORDISK)

3.4, Reagentes

acrilamida {SIGMA)

bis Acrilamida (5TIGMA}

Acido acétice {MERCK}

Arido cloridrico (MERCK)

icide fosfotungstico (MERCK]

Llcool etiliceo 9%,5% (MERCK)

azul de metileno (ECIBRA)

Brometo de cetiltrimetilaménio (SIGMA}
carbone em bagtao

Carbonato de sHdic {SIGMA)
Ccitocromo~C {SIGMA)

Ciloreto de magnésio (MERCK}

Cloreto de potéssio (MERCK)
Coomassie blue {SIGMA)
podecilsulfato de sbédio {MERCK)
Fritroesina {(FLUKA)
Ftilenodiaminotetracetato {MERCK)
Formaldeido (MERCK)

Fosfato de potéssio monobdsico (MERCK)
Fosfato de potéssic dibésico (MERCK)
Glicerol (ECIBRA)

Glicina {(SIGMA)

Glicose {MERCK]
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Hidréxido de sbdioc (MERCK)
z-mercaptoetanol (BaH Biochemicals)
¥Metanol (MERCE)

Nitrato de prata (MERCK]

Parlbdic

Penicilina V {Fontoura-Wyeth)
persulfato de aménic (ECIBRA}

Sacarose {(MALLINCRODT)

sulfato de ambnilo (ECIBRA}

TEMED (NNNN-tetrametiletilenc diaminc) (ECIERA}
Ticsulfato de sédio (BAKER)

Trig {hidroximetil) aminometano (MERCK]
Triton ¥-100 (REAGEN]

3.5, Egquipamentios

centrifuga (International Equipment Co., modelo B-20A)
Espectrofotémetro {(Baush & Lomb, Spaectronic 20}
Espectrofotdmetro DMS 100 {INTRALAB)

Eguipamento para eletroforese {Pharmacia, Sistema 2001)
fncubador Bhaker (New Brunswick Scientific Inc. Co.,
G-25)

Microscépio de contraste de fase (NIKON)

¥icroscépio eletrénico de transmiss@o (ZEISS, EM-8)
Respirémetro Warburg (B. Braun-Melsungen)
Uitracentrifuga {RBeckman, modelo L5-75}

Ultrasonicador {(Bronwil Scientific, Biosonik III}
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4. METODOS

4.1, FORMULACAC DE MEIO DE CULTURA TENDO COMO BASE O CALDD DE
CANA COHCENTRADO,

Para a reallizacgdo do presente trabalho, gus teve
por finalidade  estudar © efeito de brometo de
cetiltrimetilaménio (CTABY em diferentes microrganismes fol
necessarie formular um melo de cultura onde todos 0S8
microrganismos Crescessan com caracteristicas cinéticas

seme lhantes & de seus melos de origenm.

Foram testadas diferentes formulaghes de meio de
cultura, tendo como base ¢ caldo de cana concentrado, uma veg
gue © CTAB & um biocida utilizado em usinas de &lcool para o

controle de contaminantes da fermentacio.

A adigéo de varios sals, en diferentes
concentracdes, a adigldo de diferentes fontes de proteinas, assim
como, a adicio de vitaminas, foram analisadas através de curvas
de crescimento realizadas paralelamente no meio apropriado & no

mein formuladoe. As formulacdes estico ilustradas na Tabela 1.

Para a realizachc de estudos através de curvas de
crescimento, & desejavel a utilizag8o de culturas Jovens. As
culturas foram reativadas através de 3 repiques sucessivos en
meios apropriados, de forma gue ¢ Gltimo, isto &, o infdculo para
as curvas tivesse 12 horas.

As cubetas foram esterilizadas com Alcool etilico
70% e enxaguadas com Aagua destilada estéril. Durante &
realizacdc das curvas de crescimento, as cubetas permaneceran

tampadas com rolhas de cortiga estéreis.



TABELA 1. Formulagido de meioc de culturs

Meions de CANA

1 Z 3 4 5 & 7 A o 16
A 100 160 100 100 168 100 180 180 190 140
B &5 5 5 5 5 5 8 & & 5
C -~ - - - 5 g - - - -
0 5 g 3 5 10 10 5 5 5 g
E - - - - - - - - - 5
¥ 1 1 1 2 1 z 1 1 1 1
G % 1 b 3 1 1 3 1 H 1
H g,08 5,01 - - - - - - - -
I 0,1 g,02 - - - - - - - -
F - - - - - & - - - -
¥ - - - - - - 2 - z z
I - - - - - - - 0,1 - -
M - - - - - - - - 1 1

A.Caldo de Cana besidratadeo “rapadura®™ (g/fl}
&.BExtrate de levedura (g/l)
C.Extrato de carne {(g/l)
h.Peptona {g/}l

E.Triptona {(g/l}

F.Fosfate de potéssio (g/l}
G.Sulfato de anmdnio (g/l)
H.Sulfato de manganés {(gf1)
T.5ulfate de magnésio {g/l}
JI.Acetato de sddic {g/fl}
K.Citrato de amdnio {g/l}
L.Vitamina complexc B. {Roche) (%)
M.Tween B0 {(mi}
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Az curvas de crescimenteo foram iniciadas con
aproximadamente X 10 células. A determinagdoc do niwmero de
células vidvels seguiu & metodelogla descrita por BUSTA et  al.,
1984,

Para 085 nmicrorganismos estritamente aerdbios os
cultivos foram realizados em erlenmever de 250 ml contende 20 ml
de meio de cultura, sob agitagio de 100 rpm a 30°C (New
Erunswick Scientific Inc. Co., meodele G-25). Para se fazer as
leituras de absorbéncia no espectrofotémetro (Bauch & Lomb,
Spectronic 20} o material fol transferidc assepticamente para a
cubata e imediatamente apds a leitura, retornada para o frasco e
posto sob agitagdo. Para as demalis oculturas, as curvas de
crescimento foram realizadas nas proéprias cubstas em banho de
Sgua a 30°C, exceto para Escherichia coli gue foi realizada a

32", As leituras de absorbancia foram realizadas em &00 nm.

Foram realizadas curvas de crescimento somente para
Lactobacillius fermentum, Leuconostoc mesenterocides, Acetobacter
aceti e Acetobacter pasteurianusg por sarem o8 Bicrorganismos
mais exigentes, para Klebsiella terrigeniz comoe representante dos
demals microrganismos Cram-negativoes e Saccharomyces cerevisiae

FPRET 0472 como representante das leveduras.

4;2; DETERMINACAC DA CONCENTRACAO MICELAR CRiTICA DO CTAB EM
AGUA E DAS INTERACOES NOS DIFERERTES MEIOS DE CULTURA.

Para a determinacdo da c.m.c.do CTAB fei wutilizado

o método de absorgdo de corante.

Foi utilizado o ocorante eritrosina, devide sua
absorcéo maxima ocorrer em comprimentos de onda onde nac ha
absorcio dos componentes dos meios de cultura utilizades, além

de possulr carga oposta ao CTAB.
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Er ums cubeta coxn tamps foram colocades 2 ml de
Ggua destilada com eritrosina, em concentracic de 1674, © CTAB
fol acrescentado em peguenos volumes entre, 1 e 10 pl das
soluches de concentracdes entre 10 0 e 10 M, com auxilic de
microsseringa. A cada acréscime, a solugio fol agitada e a
leitura da absorbincia fol realizada em espectrofotdmetro DMS
100 f{Intralab), cor compartimento de termostatizagdc da cubete,
fazendo-se uma varredura entre 400 e 700 nm. As leituras foranm

realizadas a 30°C.

¢ mesmo procedimente fol realizado com  os

diferentes melios de cultura.
£.3. EFEITO DO CTAE HO CRESCIMENTO DE BACTERIAS E LEVEDURAS.

O estudce da influéncia de difsrentes concentracdes
d0 brometo de cetiltrimetilanmdnic (CTaAB) fol realizado através
de parametros cinéticos. Az curvas de crescimente foram

reallizadas segundo descrito no item 4.1,

2 soluglo de CTAB fol esterilizada através de
filtracdc em membrana de 0,45 pm {(Millipore HA} e acrescentado
ac meic de cultura imediatamente antes da inoculacio. Os
seguintes parimetros cinéticos foram determinados a partir da
curva de crescimento: 1} constante especifica de crescimento
fuy: 2y laténcia (L)} (LODGE & HINSHELWOOD, 1943} e 3) fator de
laténcia (R) (IBARRA & YOKOYA, 1986)
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4.4, CONCENTRAGCAO MINIMA INIBITORIZ DE CTAE EM DIFERENTES MEIOS
DE CULTURA.

Foram preparades tubos contendo 8,0 ml dos
seguintes meiosiCANA 11, CN, CN + 2% de glicose, MRS, YEPD e
ACE, todos a pH 7,06,

% cada tubo foi adicionado 1,0 wnl de CTAR en
concentracies finais de ¢ & 2.000 ppm.

ks cepas de Escherichia coli, Klebgielils terrigena,
Alcaligenes faecalls, Pgseudomonas aeruginosa., Ps. cepacia € Ps.
acidovorans foram ensaiadas nos meios CANA 11, CH, CN + 2% de
glicose e MRS; Lactobacillus fermentum e Leuconostoc
megentercides em CANA 11 e MRS. Acetebacter aceti e Acetobacter
pasteurianus em CANA 11 e ACE e Saccharomyces cerevisias em CANA
11, MRS e YEPD.

Os tubeos foram inoculados com 0,1 ml de uma cultura
de 12 horas, cultivadas no mesmo meioc onde foram posteriormente
inoculadas para teste. A incubagdo segulu as indicagdes do item
4.1,

4.5, EFEITO DO CTAB HA ATIVIDADE METABGLICA DOS MICRORGARISMGE.

Para ¢ estudo do efeito do CPAR na atividade
metabdlica de hactérias & leveduras foram realizados

experimentos no respirdmetrs Warburg (B.Braun-Melsungenj.

PFara obter células jovens, todos os microrganismos
foram cultivados no meic de CANA 11 por 12 horas. ApSs o periodo
de incubacio as culturas foram centrifugadas a 8.000 o por 10
minutos a 4°C {International Eguipment), lavadas 2 vezes com
tampic fosfato 0,02 M pH 7,0 e ressuspensas no Resmo tampio, na

concentracic aproximada de 10° células/ml.
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Téonica manométrica -~ A taxa respiratéria  fel
determinada em frascos padrioc Warburg., A& cada frasco fol
adicionado 1,0 ml da suspensio e 1,2 ml de tamp&oc fosfateo ¢,02 M
pH 7,0. Ho compartimento lateral, foram adicionades 0,5 ml de
glicose 0,2 ¥ & 6,3 m)l de CTAE em diferentes concentragdes, de
Forma a dar o volume final de 3,0 ml. Foi realizado um contrcle

sem glicose para a andlise do metabelisme endbgenc.

Para a medida do oxigénico consumido, o didéxide ds
carbono fol absorvide por 0,2 ml de NaOH 10%, contido no
recipiente central.

Un frasco contendo apenas tampdoc fol monitorado,

funcionando como termobardmetro.

Todo o conjunto de frascos fol mergulhado no banho
termostatizade com agitacio a 30°C, exceto para Escherichia coli
gue foi realizado a 37°C, e © suporte contendc os frasces foran
agitados a 50 rpm durante 15 wminutos, para atingir o equilibrio
térmica. Apds este pericde tedo o conjunto fol suspenso e
inclinade de manelira gque o conteldo do compartimento lateral
vertesse pelas paredes do frascoe € entrasse em contate com as

células. As leituras foranm realizadas a cada 1% minutos.

£,6, EFEITO DO CTAR NA ATIVIDADE DE ENZIMAS.

A atividade das enzimas lactate desidrogenase
dlcool desidrogenase foli determinada pele método de ORDAL
HARVORSON (1939}, com azul de metileno como indicador.

As culturas de 12 horas foram centrifugadas a
8.000g por 10 minutos a 4°c, lavadas 3 vezes com tampdo fosfato
0,00 M pH 7,0 & ressuspensas no mesno, de forma a conter

aproximadamente 10° células/0,25 nl.
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4.6£.1. EFEITC DO CTABR HA ATIVIDADE DX ENZIME LACTRTO
DESIDROGEHASE DE CELULAS INTACTAS,

Em tubos conm tampa de rosca foram adicionados: 5,0
ml de tampdc fozfato ¢,05% M pH 7,56; 0,25 ml de (D=L} lactato de
sédio 0,2 M; 1,0 ml de azul dg metileno 1:5.000; ©£,25 ml da
suspensic de células e 2,0 ml de agua deionizada ou solucgio de

CTAB em difsrentes concentracdes. A reagio fol realizada a 37°C.

4.6.2. EFEITO DO CTAB NA ATIVIDADE DA ERZIMA LACTATOC
DESIDROGENASE DE CELULAS LISADAS,

ks células, preparadas conforme descrito mno item
4.6, foram ressuspensas em tamp8o fosfate 0,05 M -pH 7,56 e
lisadas com ultra-sonicador (Bronwil Scientific, modelo Blosonik
IXI) em 6 ciclos {84 chmz} de 30 segundos, com intervales de 1

minute, em banho de gslo.

0 material lisado foi centrifugadeo a 8.000 g a 4°C
por 10 minuteos, para a remogio das células inteiras. O
sobrenadante foi utilizado para a anflise da atividade da

lactato desidrogenase como no item 4.6.1.

4.6.3. EFEITO BO CTAR NA ATIVIDADE 137:% ERZTHA ALCOOL
DESIDROGENASE DE CELULAS INTACTAS,

Em tubos com tampa de rosca foram adicionadeos: 5,0
ml de tampdc fosfato 0,05 M pH 7,56; 0,25 ml de &lcool etilico
49%; 1,0 ml de azul de metilenc 1:5.000, 6,25 rl da suspensao de
céluias e 2,0 ml de Agua deionizada ou solugdc de CTAB  enm
diferentes concentracdes. O pH da solugdc fol acertado para 2,0,
usande NaOH 0,1 N. A reacfio foli realizada a 37°C.
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4.7. PREPARAGCAO DE PROTOPLASTOS.

4,7.1. PREPARACAC DE PROTOPLASTOS DE Saccharomyces cerevisiae.

Oz métodos de preparacics de protoplastez  de
leveduras utilizam normalmente uma mistura enzimdtica (BASTIDE
et al., 197%; &STEPHEN & NASIN, 1882). MNeste trabalho foi
utilizade a enzima Novo ZyM- ' (NOVO NORDISK) gue possul vérias
atividades enzimiticas, das gquais as mails importantes sdo: 1,3
alfa-glucanase; 1,3 beta~glucanase; lanminarinase; xylanasey
guitinase e protease, produzida por fermentacdc por Trichoderma

harzianum,

células cultivadas em meic de CANA 11 foram lavadas
com  tampdo Tris~HCI 3,3 mM pH 7,4 & ressuspensas no mesmo
tampdo. Adicionou-se Novo gy#°°', a uma concentracho final de

0,1 mg/ml, e incubou~-se a 30°C por 30 minutos.

& proteclic osmdtica dos protoplastos foil realizada

com sclucdo de KC1 0,6 M.

4.7.2. PREPARACAC DE PROTOPLASTOS DE BACTERIAS,

A preparagdo de protoplastos de bactérias foil
realizada através do cultive de células na presenga de
penicilina V (Tabela 2), no meio de CANA 11, com incubagidc a
30°C, com excecd3o de Escherichia coli gue foi incubada a 37°C

durante 12 horas.
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Tabela 2. Concentracic de penicilina V utilizada para a obtengdo
de protoplastos de bactérias.

Hicrorganismo penicilina Vv
{Unidades)
Escherichia coli 200
Elehgiella terrigena 500
Alecaligenss faecalis 500
Pseudomonas aeruginoga E.000
Pseudomonas mendocina 5.000
FPreudomonas acidovorans 5.000
FPseudomonas cepacia 5.000
Legconostoc mesenteroides 500
Lactebacillus fermentum 200
Adcetobacter aceti 200
Acetobacter pasteurianus 260

A protecdo osmdética fol realizada com solugdo de sacarose 0,75 M

4,8, ACAC DO CTAER EM PROTOPLASTOS E EM CELULAS INTACTAS.

PTransferiram-se 4,0 ml de cada BUSPensao de
protoplastos para 4 tubos de ensaio. Em cada um dos tubos fol
acrescentadoe 1,0 ml de CTAB, em concentracbes finais de 10, 100
e 1000 ppm e, ao guarto tube, fol acrescentado 1,0 ml de &gua

deionizada.

0 mesmo procedimento fol realizade com cé&lulas
intactas. Os microrganismos, apds crescimento em CANA 11, foram
lavados com dgua deionizada e resSsuspenscos Ne mesmo.

Todo o conjunto foi mantideo a 30°C. Em intervalos
de 10 minutos, foram feitas léminas en rontagem Gmida,
ohaervadas em microscépic de contraste de fage, para comparagdo
com os protoplastos e as células intactas ndo tratadas., Também
foi verificada a reducdo da turbidez da solugdo, ocasionada pela

lise celular.
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4.9, EXTRACAO DE PROTEINAS CELULARES,

4.9,.1. EXTRACAO DE PROTEINAS DE MEMBRANA.

¢ preparc de proteinas de mnembrana cGas amostras
seguiu a metodologia descrita por BENEDETTI (1881, com algumas

modificacdes {Figura 5).

2g bactérias foram cultivadas em CANE 11. £ a
suspensio foi centrifugada a 8.000 g & 4 C durante 10 minutos. ©
precipitade fol ressuspensc em tamp&o Triz-HCl 3,3 mM pH 7,4 e
centrifugads a €.000 g a 4°C per 10 minutos, O mesmo
procedimento foi utilizado com tampdoc Tris-HCL ¢,1M + EDTA 10 mM
pE 7,2 e em seguida com tampdo Tris-HCL 0,1 M + ﬁg@iz 10 mM pH
7,2.

o sedimente foi ressuspenso em tawpdc Glicina 0,1 M
pH 9,2 contendo lisozima {Sigma) 0,1 my/ml e sacarose 0,75 M e
mantido em banho de gelo por 30 minutes. ¢ material foi lisado
em ultra-sonicador {Bronwil Scientific modelo Biosonik III}, em
panho &e gelo, em 4 cicles de 30 segundos (84 W;cmz), com

intervalos de 1 minuto.

O material foi centrifugado a £.000 g a 4°C por 10
minutos para a remogdo de células inteiras. O sobrenadante (81)
fol recuperado e centrifugado a 28.000 g {Beckman
Ultracentrifuge modelo L5-75) por 30 minutos a 4°C,

0  sobrenadante ($2) contende as proteinas  do
citosel fol ceoletade e o precipitade (P2}, contendo as membranas
foi ressuspensc em tamp&c Tris-HCL 3,3 mM pH 7,4 & centrifugado
a 28.000 g a 4°C por 30 minutos.
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¢ precipitade (P} fol novamente ressuspenss  en
tampio Tris~HCI 3,3 mM pH 7.4 e centrifugado & 28.0080 g a 4 C
por 30 minutos.

& precipitade {Pa)} contendo as  wvesiculaz de
menbranas fol ressuspenso em 400 wl de tanmpdo Tris-HCI 85 M e
Triton ¥-100 2% (SCHNAITMAN 197ls; SCHAITMAR 187lsl. & suspensio
fol agitads por inversdo durante 30 minutos e centrifugada =

12.000 g durante 3 minutos.

¢ seobrenadante contendo as protelinas scolivelis Ifol
recuperade, adlicionpu-se igual volume de tampdc Tris-HCL 0,128 ¥
pH 6,8; S8DS 4% glicerol 20%, 2Z-mercaptoetancol 10% & azul ds
nromofencl 0,001% e ferveu-se em panho de &agua durante 35

minutos,

4.9.2. EXTRACAC DE PROTEiINAS DO CITOSOL,

Ao sobrenadante S: contendo proteinas do citosel,
fol acrescentade igual volume de sulfato de amdnioc saturads a
25°C. A mistura fol mantida por 24 horas a 4°C. O material foi
centrifugado a 8.00¢ g por 10 minutos a 4°C.

¢ precipitado (Ps} fol ressuspensoe en tampdo
Tris~-HO1I &5 mM¥ e diaslisado contra &gua destilada durante 24
noras a 4 C.

24 solug8o contends protseinas do citosol fol
recuperada e adicionou~se igual volume de tamp8oc Tris-HCL 0,125
¥ pH 6,8, SDS 4% , glicercol 20% , 2-mercapbostancl 10% e azul de
bromofensl 0,001% e fervidas emr banho de &gua durante 5 minutos.

55



EXTRACAC DE PROTEINAS CELULARES

celulas lavadas

Glicitna &,1

Lisozima ©,1
G,7T8 ¥

¥ pH %,2
mo Sl
Sacarese
Sonicaglo

2
& cicles d4e 320 s (84 MAcwm ]

Centrifugacio

@
B.O0O00 g, 310 =min., 4 C

81

P
[
28,000 g, 30 min., & €

Pe{vesiculas de membrana}

Sz {Proteinas do citosol)
Sulfato de amdnic saturado
Tris-BL1

Eel
24 horas & & €
28,000 g, 30 min., 4 C

[+
E.000 g, 10 min. 4 C

3.3 m¥ pH T,4

P3(membranas totais)

Bs 85 Sz
Tris~BC}l €3 mE, pH 6,8 Trig-HCI 2,3 mK, pH 7.4
@ o
di&lise 24 horas, 4 C #28.000 g, 26 win., 4 T
.pPialisado contendo S4 Ps
Tris~HL} 85 mM, pH £,8

proteinas do citosol
triten X¥X-100 2%

12,000 g, 3 minutos

Sy
Proteinas de Membrana

s-Sobrenadante
P-Precipitadc

rig. 5. Fluxograma de Extragdc de Proteinas Celulares.



4.10, ELETROFORESE DE PROTEINAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA~SDE,

% eletroforese de proteinas em gel de SDS-PAGE foi
realizada no sistema descontinuo disscciante de LAEMMLYI {19870)
en epguipamento Pharmacia Sistema 2001. A montagem d4os géis =
condiedes de corrida seguiram a metodologla desorita no “Hoefer
Electroforesis Catalog and Exercisss {1890~1981)%,

& montagem dos gélis de separagd8oc {10%) e de
empacotamente (4%} seguiu as sspecificagbes da Tabela 3.

TABELA 3. Solucdes estogues e suas proporedes usadas no  preparo
dos géis de eletroforese em sistema descontinuo

dissociante.
Soluches Gel de ‘Gel de
Separacac enpacotamento
¥ondmero 30%T 2,7%Cbis 20 ml 2,66 ml
Tampdc Gel de Separacio 1% ml e
Trigs-HCl 1,5M; pH 8,8
Tampao Gel de Empacot. - 5,0 ml
Tris-H{1 Q,5¥; pH £&,8
BDE 10% 6,6 mi 8,2 mi
HBQ 24,1 ml 12,2 ml
Persulfato de amdnio 10% 300 ul 100 gl
TEMED {#¥HN-tetrametile-~ 20 uyi 16 ul
tilenodiamino?
Volume Total 60 ml 20 mi
Ag solugdes do gel de separagao foram

homogeneizadas en Hzﬁf de acordo com a segliégncia mostrada na
Tabala 3, e aplicadas entre as placas. Inseriu-se um pente em
brance para & formacgdc do espagoe do gel de empacotamento. Os
géiz foram polimerizados & temperatura ambiente por 30 minutos.
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4 mistura do gel de empacotamente seguiu & mesma
segiiencia do gel de separagico. ¢ pente em branco foi retirado e
o espage remanescente fol lavado con E O destilada e depois fol
aplicadoc © gel de empacotamento. ¢ pente (10 canaletas) fol
inserido no conjunto e o gel de empacotamento fol polimerizade &
temperatura ambiente por 1 hora. O pente foi removide & as

canaletas foram lavadas com B 0 destilada.

Ag canzletas dos géis polimerizados foranm
completadas com tamp8o de corrida Tris-Glicina-5DS {Tris~HC1
0,025 M; Glicina 0,182 M; 8DS 0,1% pH 8,3} e as amostras de
proteinas foram aplicadas. O conjunto feoli montado na cuba
supericor e o veolume da cuba foi completade cor © tampac de
corrida. Os géis foram montados na cuba inferior, totalnmente

subnersos em tampdc de corrida Tris-glicina-SDB.

4.11. COLORACAC DE COOMASSIE BLUE PARA PROTELINAS.

2 metodologia de coloragfo de Coomassie Blue para
proteinas em gel de gh&~Poliacrilamida segquiu a netodologla
descrita no rHoefer Eletroforesis Catalog and Exercises

(1980-1991)}", com algumas modificagles.

Apds a corrida eletroforética o gel foi transferido
para uma cuba de acrilico (20 x 15 cm} com 150 ml da solugdo
corante Coomassie Blue 1%, =sob agitagdc suave, & temperatura
ambiente, por 2 horas no minimo.

A soluclc de coloragéo foi removida e o gel foi
transferido para a solugdc de descoloracio I (metanol 50%, &cido
acético 10% e H. O 40%), sob agitacic constante. Apds uma hora, ©
gel fol transferide para a solugdo de descoloracdo II {(metancl
5%, &cido acético 7% e H O 88%) e mantido com trocas ccasiconails,

sob agitagdo, até a remoglo da coloragao de fundo.
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4.12. COLORACAC DE PRATA PAR: PROTELINAS,

A metodologia de coloragfio de proteinas em gel de
shs-Poliacrilamida seguiu a técnica originalmente descrita por
BLUM et al. (1987}, com modificacgbes (Tabela 4.

Apds a corrida eletroforétics, o gel foi
transferide para uma cuba (20 x 15 om} contendo 150 ml da
solucdo de fixador (etanol 50%, acido acético 12% = 0,5 mi/fl
formaldeido & 37%), sob agitacdo suaeve durante 2 horas.

k segiiénciaz da téonica de coloragdo de prata seguiu
as indicacBes mencionadas na Tabela 4. 08 fempes em cada solugéo
foram seguidos estritamente, com excegdo dos passos 7, 8 e ¥. A
coloragdce foli interrompida guando & intensidade de revelagio das
pandas fol Julgada suficiente.

TARBELE 4. Coloracgdc de prata para proteinas.

FPasgso Soluches Temrpo

1.Fixacao etanol H0K: Acide acdtice 12X} Z horas
0,8mw1s1 ferwmaldeidos 37X

2. Lavagen etanct 50% Ix20 min
1.Pré-~Trataments tisssulfate de sédlo ©,02X% 1 min
4 . Lavagen sdgua destilada 3x20 seg
5.}:mpregnagéu aftrato de Prata ©,2%; 0,75 mi/l 2¢ min
formaideide JITH
&.lavagem s4gua destitade INZO seg
7 .Revelacgio carbonato de médie &%; tianssulfatoe 16 wmin
de midio O,4%;0,53m1/1 formaldeido
37%
§.Lavagemn bgua destllada Ix20 meg
g.Bloguelio metanol 50%; Acido acétice 12X 10 min
i10.lavagem metanel SOX 20 wmin
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4,13. PRESERVACAC E SECAGEM DOS GEIS DE SDS~PAGE,

Os gé&is corados foram transferidos para a solugio
de Preservagdo I (metanol 30%), sobk agitagio constante por 30
minuteos e em seguida para a solugho de Preservacio IY (glicercl
3%} por 30 minutos, sob agitacdo.

¢s  géils foram envolvidos em papel celofane
previamente lavado com Agua destilada (JUANG et al., 1%84),
apoiados sobre uma placa de vidro {30 % 30 cm) e secados a
temperatura ampiente por 4 a & dias.

4.14, FREPARO DAS TELAS DE MICROSCOPIA ELETROKICA,

Nas preparagbes para observacio por microscopia
cletrdnica, foram utilizadas telas de cobre comr didmetre de
malha de 400 Mesh. As telas sofreram deposiglio de uma pelicula
de parlddice, mwmetallizaclc com carbono e impregnac8o com
citocromo=-a, antes da preparagdc das amostras bacterianas

{BRADLEY, 19865), conforme descrito a seguir.

Em uma cuba de widro contende dgua destilada feoi
adicionada uma gota da solucgidoc de parlddio com pipeta Pasteur. 2
pelicula formada fol removida com auxilio de papel de filtro.
Uma outra gota da solucdo de parlddice foi depositada sobre a
superficie da A&gua Iimediatamente apds a remocd3o 4o primeiro

filme.

As telas de nicroscopia eletrdnica foram
depositadas socobre as porgdegs mals finas e uniformes do filme,
tomando-se o culdado de ndoc se depositar telas numa &rea do
filme superior a 5 cm de didmetro. Com o auxilio de uma pinga,
as telas foram levemente pregssionadas contra ¢ filme de parliddic
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A retirada das telas fol realizada com auxilico de
um padagoe de papel de filtre, gue foi aplicade por cima das
telas. O papel de filtro com as telas aderidas fol retirado e
invertido, de modo gue as telas ficassenm na porgic superior do
papsl. Becou-se o filtro A& temperatura ambiente durante una

neite,

ks telas secas foram metalizadas com uma pelicula
fina de carbone em metalizador Hitachl (HUS-4GB).

Ha preparacdoc das telas, utilizou-se uma solugdo ds
citocromo-c para permitir uma melhor adesdc bacteriana &
espalhamento. Para cada tela a ser sensibilizada foi depositada
uma gota {aprox. 20 ul) da soluglBo de citocromo-c sobre uma
superficie de Parafilm e delixadas em repouso poer 1 ‘hora. Apds
egste periodo as faces metalirzadas das telas foram depositadas
sobre & gota e imediatamente  removidas, deixandc secar &

temperatura ambiente por alguns minutos.

4.15, PREPARO DAS CELULAS, COLORAGACO NEGATIVA COM PTA E
VISUALIZACAC.

As células foram cultivadas e lavadas com tampdo
tris~-HCl 3,3 mM pH 7,4 e ressuspensas em  agua deionizads.
Aplicou-se uma gota de 50 gl do material ressuspenso sobhre unma
tira de Parafilm. Sobre esta gota fol depositada uma tela de
microscopia eletrbébnica com a  pelicula sengibilizada com

citocromo~¢ voltada para a gota.

Deixou-se a tela em contatec com & suspensic
bacteriana por dois minutos & o excesso de material feoi removido
encostando~se a borda da tela en papel absorvente., & tela foi
entdc depositada sobre uma gota de 50 pl da solugldo de Ecido
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fosfotungstico 1% e deixada em repouso por 2 ninutos [HORHE,
1985}, O excessc fol retirado com papel absorvente. A tela fol
acondicionada em um porta-telas para secagsn.

&=z telas secas foram examinadas em microscépio
eletrénico de transmissdo Zeliss EBEM-Z, sob aunsntos de 9.780 e
2B.048 ¥. As fotomicrografias eletrénicas foram feitas em filme
Fodalit (Kodak) e ampliadas em papel fotogriafico Kodak F-3.



5. RESULTADOS E DISCUSSAD

5.1, FORMULACAC DE MEIC DE CULTURA.

Uma propriedade bésica das células microblanas

-

intactas, em presencga de nputrientes, € a habilidade de crescer.

O  crescimento de uma ocultura  apresenta  trés
estagics: uma fase de laténcla (ou "lag™), nemn sempre observada,
gurante a gual a divisfio € anormalmente lenta, uma fase
logaritmica, durante a gual o nimerc de microrganismos aumenta
exponencialmente com o tempo, Seguido de uma répida gueda no
crescimento atingindo a fase estaclion@iria, em gque o nimerc total
de células atinge um limite chamado de populagio estacionaria ou
concentracgdo estacliondria (DAGLEY & HIKSHELWOOD, 1838).

Ka escolha do meio de cultura dois fatores foram
consideradeos relevantes: a capacidade de promover um  bom
crescimento e a capacidade de permitir o inicio do crescimento
apbs uma fase de laténcia ndo muite extensa, uma vez gue o
obijetive do trabalhe foil o estudo da aglo do CTAE ndc apenas enm
células em repousc mas, principalmente, sobre cé&lulas em
crescimento ativo, Segundo BAKER et al. {1941} os compostos ds
aménic guaterndrio atuam sobre o metabelismo das células em
crescimento loge nos primeiros 15 minutos de contato.

os resultados de crescimento de diversas cepas,
obtidas nas diferentes formulagdes de meio de cultura testadas
gurante a etapa de selegdo do meio, encontran—se nas Tabelas 5 e
6 e algumas curvas de crescimento das cepas nos meios de CANA,
estdo ilustradas nas Figuras 6 a 10.

Ho meio de CANA 1, somente Klebsiella terrigena foi
capaz de crescer., As guantidades de sulfato de mangands e

sulfato de magnésic acrescentados a esse meio foram as mesnasg
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presentes no meic MRS. A duragdo 4a fase de laténcia €& uma
funcio da concentracdo de magnésic. HE um limite na concentragio
de magnésio de 2-20 ppm, abaixo do gual ndo ocorre crescimento.
Este ion, portante, € necessério para alguma reagdc durante a
fase de laténcia. Na sua auséncia, a fase "lag® prolonga-se € ©
indeule deixa de ser vifvel antes das células comsgarem a
divisic. Altas concentracdes de magnésic, entretante, diminuem o
crescimento (LODGE & HINSHELWQOOD, 138395

¢ magnésic tem um papel fundamental na atividade
das fonsfatases. Egtas enzimas controlam  a formagioc  de
suhstancias intermedidrias entre o substrate fornecido e o
protoplasma. Estes compostos intermedidrios devern estar presente
em uma concentragic minima antes gue a divis&c ocorra. Portanto,
a velocidade de sintese e ¢ tempo necessadric para acumular a
concentracdc necesséria dentro da  célula varia COm a
concentracio do magnésic. Todas as substancias gue atuam como
ativadores de enzimas, entretanto, somente o fazem em baixas
concentracdes; guando a concentracBo asumenta acima de um certo

limite estas substancias passam a ter um efeite inibidor.

Na possibilidade de que a auséncia de crescimento
das outras culturas fosse devido ao fate do caldo de cana
apresentar altas guantidades de sulfato, magnésic e manganés,
provecando excesso destes ions no meio, a guantidade destes
Saia, foi reduzida a um guinte na formulag8oc do meic de CARA 2.
Varificou-se entic uma melhora considerdvel no crescimento dos
demais microrganismos; porém, com constantes méximas de
crescimento muito inferiores &g obtidas nos meios de origem, e
com fase de laténcia superior, com excegdo de Klehsiella
terrigena. A& fase de laténcia apresentada foi congseqgliéncia de
fatores externos, uma vez gue a sua duragidc no meio de CAHA 2
foi maior do gue no meic de origem de todos os microrganismos
testados, excete FKlebgiella terrigena. Acetobacter aceti
apresentou uma fase de laténcia 7,6 vegzes maior do gue no meio

ACE, com um tempo de 8,47 horas para a adaptagac.
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2 fase de laténcia & o periocde durante ¢ gual a
atividade metabdlica das célulag incculadas aumenta até atingir
as caracteristicas de uma cultura em crescimento exponencial.
Mudancas no conteddo de DNA, ENA e proteina durante a fase de
laténecia ten side estudadas por varios pesguisadores ao longo
dos anos (AIBA e gl., 1967; WALDRON & LACROUTE, 1875}, porém ha
poucas informacgées precisas e detalhadas sobre os ajustes

metabblicoes gue ocorrem durante essa fase.

ToGas as provavels causas da ocorréncia do periocdo
de laténcia poderm ser caracterizadas come algum tipe de
deficiénecia presente na célula, gue impossibilita © imediato
crescimentoe nas novas condigbes ambientais {BARFORD et al.,
1682} . Dentre essas deficiéncias podemos destacar: espectro de
enzimas inapropriado para ¢ crescimento nas novas condicbes;
reducéc no metabolismo geral, come resposta & mudanga ou &
auséncia de energia ejfou nutrientes prontamentes ‘utilizaveis
pelas células; danos fisicos efou fatores guinicos. As células
nestas condicSes permanecem na fase de Jlaténcia até gue os
constituintes celulares sejam reajustados para responder &s
novas condicbes e acumulem~se nas concentracbes regueridas para
o crescimento. Esse processo ocorre, por exemplc, no caso dos
indculos tomadogs a partir de culturas gue 34 atingiram a fase

estacionidria de crescimento.

Outras provaveis causas do periodo de laténcia,
relacionadas com o© meioc ewxtracelular s&o: necessidade de
produzir um "pool" extracelular de intermedidrics metabdlitos,
necessidade de remover materiais téxicos do meilo (PIRT, 1975},
falta de diéwido de carbone no meio e necessidade de produzir

encimas extracelulares.

¥o meio CANA 3, retirou-se o sulfatc de manganés e
o sulfato de magnésio, com resultados relativamente melhores no
crescimente de todas as culturas. A laténcia diminuiu, porém, a
populacdo atingida na fase estaclonaria foi baixa. O

Lacteohacillus fermentum, por exemplo, alcangou B FTase
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estaciondria em apenas 2 horas de incubagio.

G inicio da fase estaciondria & devido
principalmente &: 1) exaustfc do substrate necessdric para o
crescimento; 2) ac@nulo de produtos téxicos e 3) pH adverso.

A populagdc estacionBria aumenta linearmente Com a
gquantidade de glicose e Ffosfato no meic em uma faixa
considerave)l de concentracio. Acima dessa faiwa, torna-se
independente da concentragio destas substdncias. Assim, enm
soluctes diluidas, a exaustdo do meic & o principal fator
responséavel pela suspensio do crescimento, enguantoc gue, em
altas concentracbes, outres fatores devem ser considerados
{LODGE & HINSHELWOOD, 1839a).

I

LA 2 A ORNA 3 ! ?

4 ¥ AcE koo |
U; zﬁe i chle ¥ | W»&»ﬂ:w g il 0 caR 7 g cam 8 . |
pojoams oGma ;‘:;f/’”ﬁ P pCaMas @ CAN LI [P e
g L ot £ . /JM et
é E F{ e . . ¥ .&-’/

‘o /! i A *
g & 4 //‘/,9‘ ) Mﬁ&{
& P /y ij;gr .
’ [ ¥
; - df ’?/6?
X W
& 5 . 4 3
W . « i
W b
3 %% § % ;
? H by i W
e %
’ v?; 4 i i i § & H i
Tenps (horas) Temps {havas)

Fig.6. Curvas de crescimento Pig.?7. Curvas de crescimento

de Leuconostoc mesenterocides de Lactobkacilius fermentum

en diferentes meios de CANA. em diferentes meiog de CARA.

Na possibilidade de gue a redugdo do pH fosse a
causa da fase estaciondria de Lactobacillus Fermentum,
duplicou~se a guantidade de fosfato de potéssio (CANWNA 4},
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verificando-se praticamente nenhuma alteracdo. Lactobacillus
Fermentum apresentou constante maxwima de crescimento {5t}
supericor ac mele anterior & Leuconostor mesentercides apresentou
fage de laténcis mals longo gue no meio anterior. Portanto o pH
ndo parecia ser o lnico fator limitante para o crescimento
{Tabela 5}.

rumentando a guantidade de proteina, adicionando
extratc de carne e dobrando a guantidade de peptona {meic CANA
5): Acetobacter pasteurianus e 2, aceti deixaram de crescer apds
Z,8% & 5 horas de incubac#o, respectivamente {Tabela 6}.

Ka formulacdc do meilo CANA 6 manteve-se a
concentracdo de proteina anterior e acrescentou-se acetato de
s&dio. Observou-se uma ligeira melhora no crascimento de
Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus Ffermentum; porén,
neste meio pouco ou nenhur crescimento de Acetobacter spp. foi

ohservado {Tabels 6}.
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Substituindo~gse ¢ acetato pelo citrate {(meic CANA
Ty, os resultados foram acentuadamente melhores, porém, o© Relo
ainda ndoc se apresentou ideal para o corescimento de  todas  as
capas (Tabelas b e 6.

Retirando-se o clitrato e acrescentando-se (,1% de
vitaminas 4o complexoe B (melo CANE 83, o8 regultados

apresentaram—-se piores.

Todavia, guande no meio CANA 9, fol retirada =
vitamina do complexo B e novaments acrescentou-se o acetato,
acompanhado de Tween 80. 0s resultados melhoraram muito; mas, 4,
aceti ainda apresentou laténcia alta (Tabela &}.

Acrescentando~ze 5 g de triptona (CANA 10}, o
crescimente de todos microrganismos foi significativamente
veneficiado. Leuconostoo mesenteroides, entzetaﬁte; ainda
apresentou laténcia alta (Tabelsa 5j.

Retirando-se o Tween 80 o meic mostrou-se excelente

fmeio CANZ 11}, sendo utilizade no prosseguimento do trabalho.
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Fig. 10. Curvas de crescimento de Kiebgiella
terrigena em diferentes meios de CANA.
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TAERELA 5. Pardmetros gde crescimento dea Levconastoc
mesenteroides, Lactobacillus fermentum e Klebsiella
terrigena em MRS e em diferentes formulagbes de melo

da cultura, a 30°C, cultura estética.

Leuconostoc Lactobacillus Kiebsiells

megentereoides fermentum terrigena
mEios i L R i L R i L R
MRS 6,72 0,0 1.0 ¢,51 0,9 1,0 ¢,85 0,0 1,0
CANA 1 - - - - - - .1 0,0 1,8
MRS 6,72 0,38 @,76 0,41 0,18 4,93 0,3% 0,0 1,0
CAWA 2 0,13 1,79 0,81 G,24 0,71 0,8Bb 0,69 0,0 1,0
MRS 6,82 0,17 0,87 .44 0,0 1,0 6,55 0,0 1,0
CaNA 3 0,37 0,0 1i.,¢ g,26 4,0 1,0 0,84 G,0 1,0
MRS 6,7 ¢,16 0,08 0,44 0,0 1,0 0,42 0,0 1,0
CANA 4 0,38 0,72 4,76 4,87 06,0 1.0 .21 6,0 1,0
¥RE 6,62 0,70 0,65 0,34 1,14 0,68 6,35 0,44 0,86
CANA S5 0,19 1,58 G,74 8,24 1,83 B,e3 .60 0,29 0,84
MRS 0,71 0,46 0,72 0,42 ©0,35% G,86 0,36 0,0 1,0
CARA & 0,34 0,59 6,82 6,32 0,52 0,84 0,332 0,0 1,0
HRE g,B6 0,55 0,63 0,44 0,01 §,88 .82 0,0 1,0
CARNA 7 0.42 0,73 0,73 0,33 0,15 0,95 0,%0 6,0 1,0
MRS 0,69 0,19 0,87 8,37 0,86 0,73 0,51 0,0 1,0
CANA 8 ©,18 0,87 0,86 - - - 0,66 0,0 1,0
MRS 0,87 0,53 0,63 0,40 0,33 ©,88 0,45 0.0% 0,96
CcaNA & 0,74 0,87 0,53 0,41 0,70 0,75 0,74 0,0 1,0
MRS 0,86 0,38 0,72 0,36 0,37 0,86 0,38 0,0 1,0
CANA 10 0,84 1,40 0,31 0,50 0,79 4,67 0,66 0,10 0,93
MRS 06.8% 4,33 0,75 0,49 0,1% 0,91 g,51 ¢,0C 1.0
CANA 11 0,85 0,46 0,68 0,42 0,21 0,82 0,80 0,0 1,0

p-constante maxima de crescimento (h
L~laténcia {h)

rR-fator de laténcis {adinmensiomal)
{-}~n&o crescimento
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TABELA &. Parémetros de crescimente de Acetobacter aceti e
Acetobacter pasteurianus em meio ACE e em difsrentes

formulacdes de meio de cultura, a 30°C, 100rpm.

Acetobacter aceti Acetobacter pasteurianus

Meios i L R ] L ®
ACE 8,63 0,6 1,0 0,35 g.0 1,0
CANA 1 - - - - - -

ACE 0,57 1,113 0,54 a2 0,46 8,76 0,70
CANE 2 0,78 8,47 1,36.10 g,36 1,25 0,64
ACE 0,55 0,0 1,0 0,57 0,0 1,0
CANA 3 6,48 0,63 0,74 0,46 0,0 1,0
ACE G, 56 0,28 0.91 0,43 2,30 0,37
CBRA 4 0,580 6,38 0,83 0,51 0,19 0,92
ACE 0,33 0,75 0,78 0,17 0,87 0,86
CANA 5 0,40 2,07 0,44 8,31 0,22 8,34
ACE 6,55 G,46 0,78 0,47 0,25 g,89
CANA © G, a7 2,03 8,85 d - -

ACE 0,75 1,08 0,46 0,53 a,08 0,95
CANA 7 8,38 1,36 $,59 0,24 ©,05 0,88
ACE 0,70 G,77 0,59 0,43 6,0 1,0

CANE 8 0,42 0,83 0,71 0,28 3,16 4,85
ACE 6,52 8,75 ,68 0,83 0,48 G,78
CANA 9 6,41 1,33 0,5% 0,34 .88 G,75
ACE 0,55 0,75 0,67 0,41 0,72 0,73
CANA 10 0,57 0,63 0,69 0,48 0,12 0,94
ACE 8,65 0,12 G,93 0,58 2,0 1,0

CANA 11 O,b6 0,33 0,82 0,46 .0 1,4

1

}

yu~constante maxima de crescimente (h'
L~laténcia (h)

R~fator de laténcia {adimensional}
{-y~n&o crescimento
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5.2, COMCENTRACAO HICELAR CRITICA DG CTAB.

2 partir do espectro de absorgac da eritrosina, o8

pontos méximos de absorcido foram locados en grafico em funcglo da

concentracic de CTABR para & determinacdc da concentragao micelar

critica {c.m.C.}.

pasmo perfil da absorgao do corante em Agua,

% absorcdo do corante Nos meios de cultura segulu o©

iste &, aumentou

linearmente com © aumento da concentragic de CTAB até uma

determinada concentragdc em qgue houve uma

da

i{iustram a determinagho da

¥ig.1ll.Absorbancia da eritrosi-

BT f

B B wi oo wr Bty 8% Bk,

mudanga na inclinagéo

curva, com tendéncia a estahilidade. As figuras 11 e 12

c.m.Cc. em dgua e no meio ACE.
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{oncentracas (X 1@*84 ¥

¥ig.12.Abzorbancia da eritrosi-
na en fungioc da concentragac
de CTAR no meio ACE.

na em fungdo da concentragdc
de CTABR em &gua.

0s valores da c.m.c. do CTAE em dgua e nos meios de

sultura encontram~se nha tabala 7.
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L concentracio migelar critica de CTAR, determinada
pela absorgdo de iuz no espectro visivel da eritrosina, em agua
destilada foi de aproximadamente & X 10" %M. Este wvalor estd um
pouce abalixo do valor descrito na literatura, 2% X 107 %M
{FENDLER, 1873} determinado através de condutividade elétrica,
porém, segundo SHINODA, {1963}, a C.m.C. varia consideravelmente

com o método utilizado para & sua determinagioc.

Tabela 7. Concentragdo micelar critica {c.m.C.} de CTAB
determinada por absorgioc da luz visivel, da

eritrosina, a 30°C.

Meic concentracio de CTAB
{Molar}

Agua destilada 85,0 x 107 °

cN 5,6 % 107"

CR + 2% glicose 6,5 x 107"

YEPD 5,0 % 10"

ACE 4,6 x 10 °

CANA 11 1,2 x 1077

KBRS ?

{7} medigac impossibilitada. Ver texto para explanagac.

verificamos através da tabela 7 gue houve um
derréscine na ¢.m.c. en meioc de cultura em comparagdo i agua
destilada. Este resultado era esperado, pois a presenga de

aeletrdlitos causa uma diminuicdo da C.m.C. .
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5,3, INTERAGCAOC ENTRE CTAB E OS COMPORENTES DO MEIO DE CULTURA,

Fm concentracbes abaixe da ¢.m.C. verificou-ge uma
madanga no comportanento espectroscbpico da eritrosina, oon
respeito & absorcic de luz visivel, em meio de cultura., Comn ©
seréscime de CTAB houve giminuicdco da absorbincia méxima, até un
valor minimo, gue variou com o melo de cultura, € nac aoorrendo
com Agua. Apbg esta concentragas, posterior acréscime de CTAB

provocou aumento da absorbancia méxima até atingir a ¢.m.C..

0 espectro de absorgic da eritrosina em meic YEPD

contendo diferentes concentracbes de CTAEB encontra~se illustrado

na Figura 13.

anaci

Abzsorb

@ﬁigﬁﬁz

TR riyoa it i Tiid
ek P Jra. v Fivu piAH

Comprimentc de onda {nm}
Fig. 13. Espectro de absorcao da eritrosina no meis YEPD com

concentracbes crescentes de CTAB. A curva L representa

o ponto isospbéstico.
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rcreditamos gue essa diminuigdo do ponto de waxima
absorcio, (Figuras 14 e 15) seja devida & interagao do CTAB con
algum componente do meio de cultura e gue apds a saturagic, OS5
montmercs de CTAB adicionados permanecam em solugdo, =3

concentracbes crescentes Até & C.M.Cox

Az concentragbes de CTAB em gue se verifica essa
interacic com OS] componente (s} do meio de cultura  estao

apresentadas na Tabela §.

Tabela B. Concentragéo de CTAR em gue oClorre interacio Ccom 08

componentes dos meios de cultura, & 3o’ C.

Meio de cultura concentrachoc de CTAB X 167 °H
oN 4,5
N + 2% glicose 2,8
YEPD 2,5
ACE 4,7
CANRE 13 .14
MRS 7

(?y medigdo impossibilitada. Ver texto para explanacao.

Comparandc O8S resultados da Tabela 8 COm a

composicio dos melos de cultura, podemos concluir gue:

1} ©{s) componentes do extrato de carne, dJue participa(m} da
formulacio do meio CN, interage{m}) com o CTAB. © meic YEPD tem 4
vezes mais peptona do que O meio CN além de extrato de ievedura,
porém, ndc tem extrato de carne e o melc CN interage com o CTAB

em concentracgdes maiores do gue © meio YEPD.
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2} Quanto mailor a concentragdo de hidrolizadoe proteico, maior €
s comprometimento do CTAB nesta interagic. O meio ACE gue contém
50 g/l de triptona, apresenta um comprometimento maior do gue ©
meio YEPD gue tem 20 g/l de peptona.

3} © extrato de levedura tem pouco efeito na interagdo. O meiov
ACE gue tem 5 vezes BDenos extrato de levedura do gue © neio

vEPD, a interacgdo & malor.

re observacBes acima s&o confirmadas no melio de
CANA 11, gue apresenta o Renovr comprometimentc do CTARB, e cuia
formulagdo ndo tem extrato de carne, tem 4 vezies menos peptona
do gue o meic YEPD, 10 vezes nenos triptona de gue © meioc ALE e

tem concentracio intermedidria de extrato de levedura.

podemos atribuir essa interagio entre o CTAB e ©
meio de ocultura A&s proteinas {ou cadeias polipeptidicas) do
meio. Certamente, esta interagdo nado & devida &s micelas pols
seus valores sioc mais balxes do que agueles determinados no item
anterior, além do fato de nao apresentarem un comportamente, do
ponto de vista de absorcdo, tipicos dos descritos na literatura

para as imediacgBes da c.m.C..

A explicagdc para © fato gus o extrate de carne do
meioc CN contribuir em mailor extensdo para esta interagdc, em
comparacdo com 2 peptona, & triptona e o extrato de levedura,
pode ser © grau de hidrélise da proteinas destes Gltimos. Para
gue haja a interacio do CTAE com proteinas, & necessaric gus a
cadeia polipeptidica apresente uma estrutura tercidria, com seus
sitios hidrofébicos (Figura 4). bependendc do grau de hidrélise
da proteina, entretanto, estes sities sé&o destruidos. Assim &
provavel gue as proteinas do extrato de carne apresentem estes
sitios, de forma gue 3 g/l de extrato de carne eguivaleriam a
50 g/l de triptona, em Termos de sitios hidrofébicos para a
interacdo, uma vez gue 08 meiocs C©ON e ACE apresentam esta

interaciic em concentragdes muito semelhantes.
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Nas anilises realizadas com os nelos de cultura
rambém foi incluide o meio MRS, porém, n&o conseguimos obter
dados sobre a interacgdo do CTABR com proteinas desse maeic, e nen
o valoer da c.m.c. A eritrosina nao apresentou sensibilidade &

adicdc de CTAB. £ provavel gue este fato deva-se & presenga 4o
surfatante ndc iénico Tween 80 na composigdo do MRS.

b ook g s & acE
; //-'
sk B WS /./’”6" o
1

A& /AV// ' \3‘5\5
£ . =
7 o bgﬁw*’fé—/ g 2 \‘L
5 p \
£ i & %
;| 2
ﬁ ¢ *x& . T
boe! ‘2:‘73_ AN /,p«-‘”“/l/
L 4 i\kwﬂé’r
4 h 4
¢ %5 \‘“--wt——h—#»-...&..m T S,

a; 3 i 1 2 isi i i i £ 1

Cancentracas {x 1B-B6 ¥ Conceniracas de CTAB (x18-85 K

Fig.14.Absorkdncia da eritrosi- Fig.15.Absorbéncia da eritrosi-

na em funcic da concentraclo na er funcio da concentragio
‘Ge CTAB nos nelios de CARA 11 de CTAB no meio ACE.
e MRS.

A eritrosina & um corante gue pode Ser utilizado
para a determinagdc da C.m.C. de surfatantes catiénicos e nao
idnices; logo, aoc &5e adicionar o corante aoc meic de cultura,
este se complexa com ¢ Tween 80, ndo permitindc a interagac com
s CTAB adicionade posteriormente. 0 surfatante Tween 80 esté
presente nco melo MRS enm concentracio acima da C.m.C (1(}“51%,
QHINODA, 1963}, portanto, & eritrosina j& estd incorporada as

micelas de Tween 80.
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5.4, CRESCIMENTO DOS MICRORGANISHMOS EH CANA 11 COM CTAB.

0 efeito de diferentes concentragles de CTAB sobre
os parampetros cinéticos de crescimente dos microrganismos &
apresentadc na Tabela 8 ¢ algumas curvas de crescimento estao

ilustradas nas Figuras 16 a 21.

0z resultados monstraram gue o CTAB exerce una acdo
biccida sobre as bactérias e leveduras en concentragdes due

variaran de microrganismo para microrganismo.

concentracSes tdc baixas como 2 ppm de CTAB em Cana
11 provocaram alteragbes no crescimento de espécies do género
Acetobacter. Os pardmetros mais afetados foram a velocidade
méxima de crescimento e & populagao atingida® na fase

estacionaéria, tendc pouco efeito sobre a laténcia.
Fsta inibicdo no crescimento aumentou com © aumento

da concentracdc de CTAB sendo que, acima de 6 ppm, o crescimento

foi fortemente inibido, atingindo a fase egtaciondria em 2 horas
(Figura 16} .
Fm todas as concentracgbes utilizadas, o CTAB estava

presente na forma nae asscociada; portante, neste sistema texm-sea:

[mondmero} sclugdo % {mondmero] cétuls
(........._.........-.-———.-»

Aumentando a concentragdo de 0 a 50 ppm de CTAB
houve diminuicdo da velocidade de crescimento de Leuconostoc
mesenteroides e Lactobacillus fermentum {Figura 17, Tabela 9) e
rambém aumento da duraglc do periodo de laténcia para o Gltimo,
para Leuconostoc, a duragdo do periodo de laténcia fol m&xima na
presencga de 20 ppm de CTAB, atingindec 4,1 horas. Acima ou abaixo

dessa concentracio o pericde de laténoia diminuiu.
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Fig. 16. Curvas de crescimento de Acetobacter . acetl e
Acetobacter pasteurianus em CANA 11 com diferentes
concentracdes de CTAB, a 30°C, 100 rpm.

o comportamento das espécies Leuconasioc
mesenteroides e Lactobacillus fermentum na presenga de 40 ou 50
ppm de CTAB foi muito semelhante, em termos de velocidade maxime

de crescimento, laténcia e populagdo estaciondria.

A2 c.m.c. do CTAB no meio CANA 11 & de
apfaximadamente 42 ppm. Assim, 40 ppm & praticapente o limite da
concentragdo onde hé& somente a forma nio associada de
surfatante. S5e com 50 ppm de CTAPB nouver a presenga de micela

temos o seguinte:

[micelal ——— {mONOMErs] soluglie 3 [mondémero] céiula
T Gormronmt

Na presenga de células, a C.m.G. provavelmente

sofre uma alteragac no seu valor.
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Fig. 17. Curvas de crescimento de Leuconostoc mesenteroides e
Lactobacillus fermentum en CANA 11 conm diferentes
concentracbes de CTAB, a 30 C, cultura estdtica.

¢ efeito competitive das micelas remove os

monémeros da solucdo, alterando o equilibrio:

[CTAB {s0tugho) —we——3 CTAB (célula)
e

reduzindo a guantidade de monémercs disponivels para a inibigdc
do crescimento. A inibic8c, entretanto, ocorre, ¢ gue nos leva a

duas suposigdes:

1}y As micelas tém  agdoc inibitéria sobre as células,
contradizendo TOMLINSON et al., 1977, gue afirmaram que somente
as formas monoméricas sf@c responsavels pela inibicaoc.

2) A presenga das células causa uma mudanga no equilibrio
micela ———3 mondmero, resultande na liberagio de rondnerns &
o eztabelecimento de um novoe balango entre a tendéncia dos
monémeros para formar micelas ou transferir-se para a superficie

celular.

acreditamos que as duas hipéteses ndo se excluen.
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TARELA ©.Parametros cinéticos de crescimento dos microrganismos
em meio de CANA 11 com diferentes concentragbes de CTAB.

OTAR Lerconostoc megenteroides Lactobacilius fTermentum
] L R i L 24
0 ppn 0,71 0,88 0,54 0,43 G,93 0,67
10 ppm 0,63 1,94 0,30 0,36 1,21 0,65
20 ppm 0,43 4,13 6,17 0,27 0,91 0,78
30 ppm 0,21 2,57 0,58 $,25 1,04 €,77
4G ppw 0,13 1,47 0,83 0,18 3,65 0,73
50 ppm 0,12 1,57 0,83 0,185 3,75 0,77
Egcherichia colil Kiebsiella terrigena
i L R 13 L R
¢ ppm 0,63 0,0 1,0 0,60 0,0 1,0
50 ppm 6,59 4,0 1,0 0,56 a,0% 1,0
100 ppm 6,38 0,0 1,0 0,49 0,0 1,8
150 ppm 0,38 0,0 1,0 0,24 0,0 1,0
200 ppm 0,38 0.0 1,9 o - -
280 ppm 0,38 G,0 1,0 - - -
360 ppm 0,11 0,0 1,0 - - -
Acetobacter acetl Acetobacter pasteurianus
i L 4 B L.
0 ppn 0,61 0,42 0,77 0,62 0,0 1,0
1 ppnm 0,63 0,59 0,69 0,58 0,0 1,0
2 ppm 0,58 0,558 0,72 0,58 G,0 1,0
4 ppm 6,33 6,0 1,0 8.51 0,0 1,0
& ppnm 0,28 9,0 1,0 G,47 0,0 1,0
8 ppm 0,25 0,0 1,0 0,43 0,0 1,0
10 ppnm 0,20 0,0 1,0 0,21 0,0 1,0
Sacch.cerevisiae FIPT 0472 Sacch. cerevisiae CBS 1171
i 1, R i I
O ppr g,47 g,0 1,0 0,32 0,54 0,85
20 ppm 0,40 g,0 1,0 0,32 0,39 0,86
40 ppm 0,37 0.0 1,0 0,33 0,0 1,0
60 ppm 0,36 0,0 1,0 0,30 0,24 0,83
&0 ppm 0,36 g,0 1,0 g,24 - -
100 ppm 0,32 6,70 c,79 - - -

continua
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Tabela 9. continuagdo

CTAR Alcaligenes faecalls
i ¥ R
0 pprm 0,47 0,04 G,97
1006 ppm 0,48 8,0 1,0
150 ppm g,41 G,46 0,84
200 ppm $,38 8,0 1.0
250 ppm 6,32 g,0 1.0
300 ppm 0,2% 4,0 1,0
350 ppm 0,28 0,48 G,88
Fseudomonas aeruginosa Pseudomonas cepacia
i L R 7! I R
O ppm 1,08 8,0 1,0 0,60 0,67 0,66
500 ppm 0,76 0,03 0,97 0,65 0,62 0,67
1500 ppm 0,82 0,31 0,77 0,66 0,80 0,59
Pgeudomonas acidovorans
Lt L R
0 ppm 0,54 0,48 a,77
50 ppm 0,53 g,158 3,82
100 ppm G,21 6,73 g,8
Prseudomenas mendocina
H L R
o ppm 0,89 0,12 0,90
200 ppm 0,74 0,59 1,65
400 ppm 0,72 1,83 0,27

p-constante méxima de crescimento (h" %)

L-laténcia (h}
r-fator de laténcia (adimensional)
(~}-ndo crescimento
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Quanto a3ns dois representantes da Familia
Enterobacteriaceae, Escherichia coli e Klebsiella terrigena
cbhservamos compertamente semelhante frente ao CTAR, no gue diz
respeito ao crescimento, sendo que a Klebsiella apresentou maior
sensibilidade em concentracdes de CTAB superiores a 200 ppm
{Figura 18, Tabela 9).

roncentracdes abaixo de %0 ppm nao interferiram no

crescimentoe destas bactérias em meio de CANA 11.

No intervalo de concentracdo sntre 0 e 150 ppm, ©
arescimente de E. coli apresentou-se afetado sonente nos
primeiros 90 minutes, o gue acarretou as diferengas na
velocidade maxima de crescimento. Apds este periodo, o
crescimento foi muito semelhante independente da concentragao de
oTAB, sendo gue a populagdc atingida na fase estaciondria, com
gquaisquer das concentracoes utilizadas, foi muito similar Aguela
abhservada na auséncia do CTAB, ¢ megmo acontecendo  com
¥iebsiella terrigena na presenga de 50 e 100 ppm. Inibigdc mails
dréstica ocorreu somente em concentragbes acima de 200 ppm.
Portanto, a cé&psula polissacaridica produzida por Klebsgiella

terrigena ndoc & protege contra a acgio do (CTAB.

verifica-se por estes resultados que ndo devem ser
romados come regra geral as afirmagdbes da literatura, sobre a
susceptibilidade dos microrganismos ac CTAB, que estaria
relacionada com a divis@o entre Gram-positivos e Gram~negativos,
pois  as células de  Acetobacter sofreram inibigdc £m
concentracdes aproximadamente 100 vezes mnmenores do gque o8
menbros da familia Enterobacteriaceae, engquanto 0Ss
Gram-positivos Lactobacillug e Lenconoctoc apresentaram

sensibilidade intermediéria.

Acreditamos que a diferenga na suceptibilidade
esteja relacionada com a composigic e permeabilidade do
invélucro celular de cada microrganismo, ou ainda gque o fato de

r. eoli e Klebsiella apresentarem netabolismo respiratdério e
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fermentativo, e Acetobacter apresentar metabolismo egtritamente
respiratéric seija responsavel pela diferencga na
susceptibilidade., As enzimas da respiracic podem ser mals
afetadas pelo CTAB do gue as da fermentagdo. £ possivel gue isto
ocorra; todavia, Alcaligenes faecalis, cujo mnetabolismo &
estritamente respiratéric apresentou-se menos sansivel do que as

Entercbactérias.

1 Eiebsiella 5% ppw

i B ¥iehoiella 258 ppr

A B, goli 58 pee -
& E. voli 256 pps

Loov gy CAS »a  wrMoamsr wvlebarmas 3om >
o
\\“\

| \\\.‘

Tewpn {horas}

Fig.18. Curvas de crescimentc de Escherichia coli e Klebsiella
terrigena em CANA 11 COm diferentes concentragtes de
CTAB, a 37° e 30°C, respectivamente, cultura estética.

0 acréscimo de CTAB em concentragdes acima da sua
c.m.c. ndc aumenta a concentracdc da forma monomé&rica; porémn,
verificamos gue, em concentracles acima de 150 ppm, e}
crescimento de Escherichia coli e Kilebsiella terrigena sofre
inibicdoc crescente, © gue nos leva a Crer Jgue as micelas também
tam efeito na inibigdo do crescimento. Esta inikicdo tanto pode
estar ocorrendc como uma acgle direta das micelas no invdlucro
celular, como podemos inferir gue estas podem estar complexando
moléculas de carater hidrefébice como algumas vitaminas do
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complexo B e aninodcidos, presentes no meio de cultura, causando

inibic&c por exaustdc desses nutrientes pasgenciais.

Com relacio &s Pseudomonas aeruginosa (Figura 19) e
ps. cepacia {Tabela 9) observamos uma alta resisténcia aoc CTAB,
com resultados notaveis: Pseudomonas cepacia cresceu melhor na
presenga do que na auséncia do CTAB, e Pseudomonas aeruginosa
cresceu melhor na presenga de 1.500 ppm de CTAB do gue na
presenga de 500 ppn.

Esses resultados descartam a hipbtese de gue =&
inibicdc do crescimento possa ser decorréncia da complexagao de
substancias hidrofébicas essenciais ao crescimente, uma vez,
gue, nessas concentragdes muito malores, o crescimento destas

espécies de Pseudomonas nido foi afetado.
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Fig. 19. Curvas de crescimento Fig. 20. Curvas de crescimento
de Ps.aeraginasa em CANA 11 com de Ps.acidovargns em CANA 11
CTaB, a 30°C, 100 rpm. com CTAER, a 30°C, 100 ypm.

Pseudomonas mendocina (Tabela %) também apresentou
resisténcia ao CTAB. © crescimento observado com 200 ppm fol
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semelhante ac cobtido com 400 ppm, com laténcia malor para este
dltime; porém, sem variacdc na velocidads de crescimento.  Em
concentracbes acima de 400 ppm ag células aderiram & superficie
do frasco, nio sendo possivel a determinagéo das curvas de

cescimento.

Pseudomonag acidovorans {Figura 20}, por outro
lado, mostrou-se extremamente sensivel ao CTaB. Em  concentrac¢éoe
de 100 ppm, o crescimento fol minimo. Esses regultados indican
gue as bactérias do génerc Pseudomonas constituem um grupo

pastante heterogéneo, guantc & resisténcia ao CTAB.

Ccom relagie & Saccharomyces cerevisiae {Figura 21}
a welocidade de c¢rescimentc sofreu alteracides guando a
concentracac de CTAB variou entre 20 e 100 ppm, porém, Aapenas
com 100 ppm fol observade periode de laténcia (Tabela 9}.

4 Sacch. sevevisiaze 28 ps
4 Sapch, cespviziae 188 prw o
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Fig. 21. Curvas de crescimento de Saccharomyces cerevisiae en
CANA 11 com diferentes concentraces de CTAB, a 38°C,

cultura estética.

8%



5.5. CONCENTRACAC MINIMA IKIBITOGRIA DE CTABR EM DIFERERTES MEIOS
BE CULTURA,

Através dos graficos apresentados na Figura 22
pode-se observar uma grande diferenga nec gfeitce do CTAB sobre o

crescimento dos microrganismos, em fungfo do meio utilizado.

& efeito do CTAR sobre o crescimento de Escherichia
coli, Klebsiella terrigena, AZlcaligenes faecalis, FPrseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Pzaudomonas acidovorans,
Leuconogtoc megenteroides e Lacteobacillus fermentum foi
semelhante em Cana 11 e em MRS, & sensibilidade ac CTAB,
entretanto, foi muito maior guande se utilizow o Calde

Hutriente.

A formulacdo do meic CANA 11 apresenta algumas
samelhancas com o meio MRS: ambos sac melios ricoes, com alta
concentracdc de proteina, embora o MRB apresante © dohro de
proteina, em relagdo ao meio de CANA 11, e apresente diversos
sais. O Caldo nutriente, por outre lade, & um melio de
complexidade muito menor, alédn de ndo conter agGcay am sus
composicdo; a adigdc de 2% de glicese, entretanto, ndc alterou o©
valor da concentracic minima de CTAB necessiéria para inibir o

crescimento.

No caso de Saccharomyces cerevisiae, foram testados
rrée meios: CANA 11, MRS e YEPD. A concentracdco inibitdria
minima de CTAB em CANA 11 foi bem maior do que em MRS, porén,
deve-se considerar que, na auséncia de CTAB, o crescimento foi
muito melhor em CANA 11 do gue em MRS (Figura 23). O YEFPD
apresenta uma formulag@o bem mais simples do gue © MRE e CANA
11, porém, a concentragidc de proteina & a mesma do MRS,
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Fig. 23. Curvas de crescinento 9& saccharomyces cerevisiae em
MRS & em CANA 11, a 30 C.

Acetobacter aceti e A. pasteurianus apresentaran
comportamnento idéntico em CANA 11 & en ACE, guanto &
concentracio inibitéria minima de CTAB; embora © ACE seja unm

meioc muito mais rico em triptona.

verificamos gue existe uma intevagdo do CTAB com of
componentes do meioc ACE, em concentragio de 17 ppm & gue 2
c.m.c., no mesme foi de 166 ppm. No caso de CENA 11 essa primeira

interacic ocorreu com 0,5 ppm & a C.m.C. fol de 42 ppm.

As espécies de Acetobacter foram inibidas en
concentragdes abaixe de 17 ppn, mostrando gue, apesar de haver
moléculas comprometidas , pode +também haver mondmeros em sSOlucdo,
ou gue as meléculas complexadas, na presenga de células, deixam

o complexo para se rranferirem para a superficie da célula.

m proteinas) — [HOndmeros — [RONSRB2r o8
[complexado com p 1 { ] [ rosl

sol. &l
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Ne meic de Calde Nutriente, verificamos gue
concentragdes de CTAB abalxe da concentracic em gue oLorre a
interacdo com proteinas do melo, inibiram o crescimento das
pactérias Gram-negativas. Entretantc, o mesmo ndc acontece com ©
meioc CENA 11, onde as concentragbes necessarias para a inibigdo
4o crescimento foram multe malores do gue & O.E.C. do CTAR neste

neio.

re células de Saccharomyces cerevisiae foram
inibidas com 100 ppm de CTAB em CANA 1l & com 40 ppm en YEPD. A
c.m.c. do CTAB nestes meios & de 42 e 18 ppm, respectivanente,

logo, a inibigdc ccorreu acima da c.m.c., nos dols casos.

As observagbes acima indicam que a c.m.C. do CTAB
nos meio de cultura, obtido na auséncia de cé&lulas, tem pouco
significado para a interpretacic dos fendmenos gue afetam o©
crescimento celular, se tomada como carater isolado, uma vez gue
nic explica as diferengas obsgrvadas nos diferentes meiocs de

culturs.

Na realidade cada meioc de cultura proporciona
condigdes diferenciadas para o© crescimento, isto &, as c&lulas
apresentam caracteristicas fisiolégicas e estruturais diferentes
em diferentes melos, sendo estas caracteristicas ¢ gue
determinam & capacidade de crescer ou nao diante do CTAB,

independente se o agente encontra~se na forma micelar ou
monomérica.

Assim, acreditamos gue embora © meic de cultura ndc
seja responsdvel diretoc pela protegio das células conbra a aclo
de um agente bactericida, mas pode oferecer condigdes para gue

as células desenvolvam formas de se proteger.
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5.6. EFEITO DO CTAB KA ATIVIDADE ENZIMATICA,
5. ¢.1, LACTATC DESIDROGENASE.

¢  piruvato representa W ponto de jungéo
importante no catabolismo dos carboidratos. Em condigbes de
anaerobiose, o NADH gerado pala glichlise nao pode ser
diretamente reoxidado pelo O, reguerendc a agde do piruvato,
gue oxida o NADH ao converter-sz em lactato. Nezstas condigdes
o8 elétrons, originalmente doados ao NaD" pele
gliceraldeido~3-fosfato, sdo transportades at& o piruvate na
forma de NADH. A reducdo do piruvato € catalisada pela lactato
desidrogenase, gue participa da formacdo do  isbémerc L 4o

tactateo, de acordo conm a seguinte reagdo:

Gliceraldeido-3 *fﬁSf&tG““M\ /ff”ﬁaﬁ“%M\ /ﬁwﬂ“éa‘ lactico
[ e i iacta
d ar o

glic & oo
3~ fusfat qanase destl genase

~
Ac. 1—3~difosf0qllcérlca“ﬂf// K“M“RADHM’ K“mmmﬁca pirGvico
+

.

"

5.6.1.1. Efeitc do CTAB sobre a lactato desidrogenass de células

intactas.

Na avaliacdo do efeito do CTAB sobre a enzina
lactato desidrogenase de células intactas, oujos resultados
estio apresentados na Tabela 10, cbservamos gue & ppm de CTAR
inibe completamente a atividade ae lactato desidrogenase das
bactérias, com excecgdo de FPseudomonas aeruginosa, Ps. cepacia e

rg. mendocing, nido inibidag nem mMESRO na presenta de 10 ppm.
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TARELA 10. Tempo (em minutos) necessdrio para a reducdo do azul
de metileno pela lactato desidrogenase de células

intactas, em diferentes concentragbes de CTAB.

CTAE {(ppm)
Microrganismo contrele 0 3 6 10
Fscherichia coll - 10 30 - -
Elebsiella terrigena - 10 40 - -
Alcaligenes faecalls - 40 120 - -
Prseudomonas aeruginoesa - 40 44 40 5O
Pseudomonas mendocinag - 40 40 40 50
Pseudomonas cepacia - 40 50 50 &0
rFreudomonas acidovorans - 3G 40 - -
Acetobacter aceti - 40 - - -
Acetobacter pasteurianus - 40 - - -
Legrconostoc mesenteroides -~ 10 150 - -
Lactobacillus fermentum - 10 120 - -

{-} ndc redugdc do azul de metileno em 8 horas.

5.6.1.2. Efeito do CTAB sobre a lactato desidrogenase de células

lisadas.

% enzima lactato desidrogenase no interior de
células intactas de Pseudomonas aeruginosa, Fs. cepacia & Ps.
mendocina apresentou-se resistente & agfo do CTAER (Tabela 10).
para a inibic8oc da atividade dessa enzima, & necessiario gue as
maléculas de CTAB atravessenm a membrana da célula e atuem no seu
interior. Para se verificar se a resigténcia & inibigdc & uma
caracteristica da prépria enzima dessas pactérias, ou se estava
relacionada & n&c permeabilidade da célula ao CTAB, foi
realizada a determinagdc da atividade das enzimas livres.
Obzervou~se gue, com células lisadas, a sensibilidade da enzima
lactato desidrogenase de diferentes micrerganismos mostrou-se
muito semelhante, independente do micreorganismo testado (Tabela

113 .
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Tabela 11. Tempo (em minuteos) necessirio para a redugdo do azul
de matileno pela lactato desidrogenase de células
lisadas em diferentes concentragdes de CTAB,

CTAB (ppm;
Microrganismo controle 0 3 & 16
Eescherichia coli - 20 a0 - o
Elebsiella terrigena - 20 40 - -
Pseugdomonas aeruginosa - 30 40 - -~
Preudomonas mendocing - 30 45 - -
pseudomonas cepacia - 30 35 - -
Pseudomonas acidovorans - s 50 - -

{-} nio redugdoc do azul de metileno em 6 horas.

Ezte resultado ven demonstrar gue as células de
Pseudomonas aeruginosa, Ps. mendocina e Ps. cepacia apresentanm

resisténcia & permeabilidade ao CTARB.

5.6,2. ALCOOL DESIDROGENASE.

Na reagdo final da fermentacdo alcoblica, o

acetaldeido & reduzido a etancl pelo NADH, na presenga de alcool

desidrogenase.

5.6.2.1. Efeito do CTAB sobre a Alcool desidrogenase de células

intactas,

Na avaliacéo do efeito do CTAB sobre a alcool

desidrogenase, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 12,
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chservou~se gue a enzima dlcoocl desidrogenass das bactérias foil
inibida com 6 ppm de CPAE, enguanto gue, no casc das  leveduras,
10 ppm causaram um retardamento de 7 a 8 horas na velocidade de
raduglo.

TARELA 12. Tempo (em minutos) necessario para reducdo do azul de
metilenc pela &lcool desidrogenase de c&lulas

intactas, en difgrentes concentragdes de CTAB.

CTAE {ppm}
microrganismo controle o 1 2 3
Acetaobacter acetl - 30 126 - -
Acetobacter pasteurianus - 30 180 - -
Freudomenas acidovorans - 30 120 - -
Leuconostoc mesenteroides - 20 150 - -
Lacteobacilluy fermentun - 20 150 - -
Sacch. cerevisige FIUPT 0472 - 10 16 60 420
Sacch. cerevisise CRS 1171 - 20 20 &0 480
Sacch. cerevisiae ATCC - 20 20 80 480

i~} ndc redugdc do azul de metileno em 8 horas.

hs concentragdes necessarias para inibir a
arividade das enzimas foram muito  menores do gque as
concentracdes regueridas para a inibigdo do crescimento.

A transformacdo da glicoss a Co, e HO pelos
prganismos vivos usualmente envolve a formagio de &cide latico
come um produte intermedidric. Em muitas bactérias, o composto
chave produzido pela glicélise & o 4cido pirdvico, gue pode ser
reduzido a Acido lético, seguir ocutras rotas fermentativas ou
ainda ser completamente oxidado a COB = HEQ.

0 &cido pir@vico, produto final da glicélise,

.

posteriormente vai dar origem & acetil~Coa, forma na gual entra
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no ciclo Gos &cidos tricarboxilicos, durante o metabolismo de
microrganismos ndo fermentativos. As enzimas lactatoe
desidrogenase e &lcool desidrogenase ndo fazem parte 4o
metsbolismo da glicose; porén, ainda assim observamos gus 0
CTAB, em concentraces extremamente baixas, fol capaz de inibir
nic sé& essaz duas enzimas, como tambén inibiu o crescimento da
maioria cas bactérias estudadas. Esses fatos parecem indicar
que, assim como a &lcool desidrogenase e a lactato desidrogenase
s&p sensiveis ac CTAE, outras enzimas essenciais ac metabolismo

rambén deven estar sendc inibidas.

5.7. EFEITC DO CTABR KA ATIVIDADE METABOLICA.

5,7.1. EFEITO DO CTAR NA ATIVIDADE METARGLICA DE Saccharomyces

cerevisiae. .

Efetuando~se medidas de absorgdc de O, =& da
produgdc de CO_, conforme descrite no item 4.5. em células de
jeveduras na auséncia de fonte exbgena de glicose, observamos
metabolismo respiratdéric, com coeficiente respiratdric {QR}
menor gue 1. Neste caso a absorgéo de oxigénic aos 15 minutos
foi BO% do valor da absorgic guando a glicose estd presente
{Tabela 13}.

As leveduras anaerdbias facultativas tém habilidade
de crescer tanto na presenca de oxigénio, comoc na completa
auséncoia deste. Se disponivel, o oxigénio & senpre utilizado,
uma vez gue resulta na produgdo de uma maior guantidade de
energia na forma de ATP, durante a oxidacic aerdbica da glicose
(ROSE, 1987).

A degradacio da glicose por Saccharomyces
cerevisiae ocorre através de diferentes rotas, principalimente a
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respiratéria, a fermentativa e a respiro-fermentativa, © tipo de
metabolismo depende das condicBes de cultivo (FIECHTER et at.,
1881} .

& mudanca do metabolisme respiratdrio para
metapolismo respiro-fermetativo & controlada pela capacidads
respiratdédria das células. 0O metabolisme respiro-fermentative
ocorre, primeiramente, em consegiiéneia de um excesso, no nivel
de plruvaio, guando a rota respiratéria estd saturasa. 0O
metabolismo exclusivamente fermentative, por outre lado, s8

ocorre enm condicBes de anaerobiose estrita (KAPPELI, 1988).

TABELA 13. Produgio de CO2 e consumo  de Qz por Saccharomyces
cerevisiae em presenca de glicose,

Tempo Produgdo de CO_ (ul}
{min. ) Congumo de GB tpl}
CTAB {ppm}
controle 0 3 & 10
15 1,8 28,7 29,1 25, 8 8,5
4,2 . 5,3 2,4 Z,4 1,2
&0 &, 2 164,1 164, 3 117, 3 a8, %
16,8 26,0 16,0 $0,7 ¢,z
120 13,1 421, 4 34,5 230, 4 B85, 7
34,7 70,8 62,0 Z2,58 ze,¢§
1890 14,8 561, 4 Eg&, 3 28,8 eg8, 0
37.7 94,4 27, & 28,5 34,8
240 18,9 T47, 0 815,0 386,7 106, 8
41,3 129, 8 122,09 37,4 42,7
3G0 16,6 228,58 1034,7 434, 9 119,7
§3,1 1867,0 15%, 5 48,0 49,6
260 18,0 1108,8 12389,2 £11,7 133, 9
£4,9 204, 8 182, 6 56,9 56,0
420 ig, 4 1278, 5 1424, 8 576, 6 141,5
57,3 224, 2 2z, 7 67, 6 £1, &
£50 15,4 1371, 4 1521, 9 £330, 6 145,85
§7, 3 243,7 239,09 73,8 54,7
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As células de Sacch. cerevisiae na presenga da
glicess, apresentaram metabolismo regpiroe~fermentative, conforme
evidenciado na Tabela 13. A produgio de CO, foli maito maior gue
a absorgéc de 02. A velocidade de absorgio de Oé e producidc de

CQZ manteve-se constante durante a fase de establlizagdo.

Em estudos regulatédrios, & de grande importéncia
conhecer & razdo precisa para uma determinada reacdo celular. A
questio de saber se um determinado tratamento estd acarrestando
uma restricdo externa & c¢élula ou estd causande limitagdes
intrinsecas,; relacionadas com o mecanisme de regulagdo

metab&lica, & de significéncia considerdvel.

Ao se avaliar a inibig&c de absorgio de O e
produgio de Co, em funcdec de um determinade tratamento com CTAB,
deve-se ter em mente gue um determinade agente tanto pode
interferir no metabolisme propriamente dito, iste &, na
degradacdoc da glicose a Co, e H O, através da agic sobre enzimas
s cosnzimas, como também pode estar interferinde no transporte
do substrato para o interjor da célula, ou ainda, pode estar
aginde por destruig@c de determinadas estruturas celulares.

No tratamento realizado com glicose + 3 ppm de
cTaB, verificou-se, no inicic, uma inibigaéo de 55% na absorgio
de O_» pelas células de Sacch. cerevisiae; porém, esta inibkigéo
teve uma rapida gueda e estabilizou-se na faixa de 5-10% apds
13% minutos. Paralelamente, no inicio observou-se uma inibigdc
de 1,8% na produgdo de €O, ; contuda, aos 60 minutos de
experinento, comegou a oCcorrer um estimule na produgic de
CQZ.Como resultade final, observamos gque as células, na presenga
de glicose + 3 ppm de CTAB, produziram maior quantidade de co,

do gque as células na auséncia de CTAB.

Nesse tratamento a taxa de degradagio de glicose a
Goido pirfvico foi muito semelhante a das células ndo tratadas,

uma vez gque peguenos decréscimos na absorgao de QZ acarretaran
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também peguenos acréscimos na producio de 202. Fol nessa etapa
do metabolismeo, entretanto, gue ocorreram alteragdes, pois =
rota do acido plrGvico para o ciclo dos &cidos tricarboxilicos
foi levemente inihkida, havendo portante, um malor desvic para a
produgio de etanol. Cabe lembrar gue as células ndc tratadas
encontravam-se sob metabolismo respiro-fermentativo, entretanto
com 3 ppm de CTAB a fermentagdo fol palis estimulada. Nio se pode
descartar, por outre lIado a possibilidade de gue, nesta
concentragio, o CraR  tenha estimulado a enzima dlcool
degidrogenase, sendo a menor abscrgido de 0, uma conseqgiléncia
desse fato.

A presenca de 6 ppm de CTAR causou uma inibigdoc de
70% na absorgéio de Gz & 50% na producdo de CQ;‘ Aumentando—-se a
concentracdc para 10 ppm, & inibicd3c na absorgdo de 02 fol
semelhante ao tratamente com 6 ppr, porém houve um aumento
significativo na inibigdc da produgdce de O, gue atingiu 90%,
ao final de 450 minutos.

Pode~se verificar, nos graéficos de inibiglc (Figura
24y, gue independente da concentragdc (6 ppm e 10 ppm}, houve
uma tendéncia de estabilizacic na taxa de absorgdoc de Qz’ amn
torno de 70%, a partir de 135 minutos. 2 producéo de Co, ndo
geguiu este perfil: a inibig¢do aumentou com © tTempo e com a

concentracaoe de CTAB.

Az concentractes de & ppm & 10 ppm provocaram uma
drastica reduglc no netabolismo da glicose. N&o somente a
respirac8c e a fermentagdoc foram afetadas, como tambénm a
glictlise foi comprometida. Ou talvez tenha ocorrido uma
inibicdo no nivel de transporte da glicose para o interior da
célula. £ possivel ainda gue os dois fatos tenham ocorrido

simultaneamente.

Os ions uranila inibem o© <transporte de ag¢Qcar
(ROTHSTEIN, 1865), urea, glicerol, vitamina e anino&cides
(CIRTLO & WILKINS, 1964; MAXWELL et al., 1971} em Saccharomyces
cerevisiae. O cation ndo penetra na membrana plasmdtica, mnas
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liga-se aos grupoes fosfato e carboxilico no lado externo da
membrana. OILBY & FEW (1960} demonstraram gue ¢ tratamento com
uranila protege os protoplastos da lise causado por detergentes
catiénicos; logo & vA&lido supor gue o CTAB deve Ter O0S MesRos

.

zitios de ligaclBc da uranila na inibicde do transporte de

glicose.
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Fig. 24. Inibic#o da produgdo CO, e do consumo de O por

Saccharomyces cerevisiae em Pressnga de glicose e CTTAB.

O experimento realizade com as células de Sacch.
cerevisiae (sem fonte de glicose exbgena) megtron gue a absorgac
de o, foi sempre menor na auséncia da glicose do gue na sua
presencs.

Durante os primeiros 60 minutos de experimento
relizado com 3 ppm de CTAB, a absorgdc de O foi maiocr nas
cé&lulas sem glicose do gue nas células com glicose + 3 ppm de
CTAE. Esse fato vem demonstrar gue o CTAB penetrou nas ¢élulas,

atingindo & mitocéndria a interferinde e metabolisme

a8



respiratdric, independente de atuar ou nio no lade externo da
célula. Nos tratamentos com & pprm e 10 ppm de CTAE, a absorgdo
de Gz tambér fol menor gue a observada com as océlulas sem

glicose durante 240 e 300 minutos, respectivamente.

o

Com respeito & produgdc de co_, verificou-se gue,
sem fonte de carbono, as células produzen guantidades muite
menares do gue sob gualsguer cutros tratamentos.

través do griafico da Figura 2% pode-se verificar
gue a partir de 135 minutos, o Quociente Respiratério (QR}
apresentou uma nitida tendéncia para a estabilizagdo, en
patamares muito inferiores aos obtidos nos momentos iniciais do
experimento. Este fato demonstra que & respiracdoc foi mals
sensivel ac contato inicial com o agente, embora esta ogorra na
mitocondria, local menos acessivel aos agentes externos gue a

enzima alcool desidrogenase, no citosol.
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Fig. 25. Quociente respiratérioc de Saccharomyces cerevisiae enm
presenga de glicose & CTAB.
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4pds a estabilizagado, o QR observadc na presenca de
3 ppm fol mailor do gue ¢ obtide com células sem tratamente. Na
presenca de & ppm de CTAB fol malor do gue com 10  ppm,
demonstrando gue a respiracgdo foi mals afetada que &
fermentacdo, na presenca de 3 e & ppm de CTAB enguanto gue, com
10 ppm., a fermentacdoc passou a sofrer inibkicio mais acentuada.

Na reagdc final da fermentacio alcodlicsa, o
acetaldeido é reduzido a stanol pelo NADH, na presenca de dlcocl

desidrogenase.

+

heetaldeido + NADH + B . > Ftanol + NAD

%

e a reoxidacdo do NADH & compensada pela produgdo de NADH na

reagao:
Gliceraldeide-3-fosfato s Ac. 1,3-difosfoylicérico
% +
NAD” HADH + H

Assim, numa situagdo em gue haja a inibkbicdc da
dlcool desidrogenase, ndoc haverd resoxidagio do HADH. Ha auséncia
do KWAD® oxidado nSoc havera oxidacSo do gliceraldeide-3-fosfato
g, consegiientemente, & glicdlise estarid comprometida.

Sob o ponto de vista da respiracdoc, para gue o
ciclo dos é&cidos tricarboxilicos funcione, & necess8rio um
fornecimente continuc de NAD W oxidado. Fsse afluxo & garantido
pelas enzimas da cadeia de transporte de elé&trons gue efetuan
esta atividade concomitantemente com a fosforilagio oxidativa. O
CTAB, em gualguer concentragdo inibe & absorgioc de 02,
somprometendo o transporte de elétrons e, gonseglientemente, o
afluxo de NAD  oxidado.

O controle da respiragdo, entretante, estd sujeito
a um controle muito mais elaborade. Se o HADH ndo estd sendo

pxidado, este se acumula na célula. Esse acdmulo causa inibicgao
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do complexo piruvate desidrogenase gue garante o suprimento de
acetil~Col para a sua entrada nc ciclo dos &cidos
tricarboxilicos. Esse fato pode explicar o comportamento das
células na presenca de 3 ppm de CTAB, estimulando a fermentacgdo
em detrimento da respiracao.

& andlise do efeito de CTAB na atividade de A&lcool
desidrogenase revelou que, na concentracdo de 3 ppm, nd&c houve
alteracdc na atividade da enzime em Saccharomyces cerevisiae.
Cabe lembrar gue peguenos estimulos ou inibigdes ndoc estdo ao
alcance de deteccdo por esse método. A concentragae de 10 ppn,
por outro lado, retardou por varias horas a reagio.

5.7.2.EFEITO DO CTAB NA ATIVIDADE METABSLICA DE Acetobacter

aceti

0s membros do género Acetobacter sdc aerdbhios
gstritos e metabolizam os acleares através do ciclo das pentoses
fosfato. O metabolismo do piruvato n8o segue a ferma usualj
enguanto na maioria dos aerdbios o piruvate & oxidado a
acetil-Cok e CO_, as bactérias do acido acético o descarboxila a
acetaldeido, que & entdo oxidado a Acido acético pelo NAD", na
presenga da aldeido desidrogenase.

Acetaldeido + NAD® + Hzo ) » Ac, acético + NADH + H”

T

Como o acetaldeido & também o primeiro
intermedidrico do metabolismo d&do etanol, este €& o© ponto de
convergéncia entre os substratos metabeolizados através a0

piruvato e da oxidagdo do etanol.

Ao realizar nedidas de absorcio de 02 e producio de

CG2 {Tabela 14}, verificou-se gue as células de Acetobacter, na
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auséncis de substrato exégeno apresantaramn metabolismo
respiratdrio, isto &, completa oxidaglo do substrato enddgeno a
SO e H_ O,

2 2

TABELA 14. Producao de COE e consumo de 02 por Acetobacter acetl

em presenca de glicose.

Tenpo Producio de CQz {ul}
fmin.} Consume de o, {el}
CTAR {(ppm])
controle 0 2 3
i5 0,7 4,7 2,1 1,4
B, 6 2,4 1,2 ¢,
& 0,8 11,8 ¢ 4,1
3,0 8,4 5,3 2,8
120 2,3 18,1 g, 7 6,1
6,6 14,2 8,32 5,2
180 8,2 24,3 13,2 8,2
13,4 19,5 13,0 8,1
240 5,2 29,9 16,0 g, 2
13,2 23,6 16,80 11,0
300 6,0 35,5 20, 1 14,3
16,0 27,7 19,6 14,58
3640 &, 7 43,1 25,0 16,3
16,3 33,6 #4,3 15,86
420 6,7 48,0 27,8 17,0
16,8 3T, & 27,3 16,8

Ha presenca de glicose, o Quociente Respiratério
aumentou, mostrando gue a oxidag@o do substratoe & incompleta. &
oxidag¢8o do acetato no metabslismoe da glicose & governado pela
necessidade de producdoc de ATP, © gue ndo ocorre CoOm O
metabolismo do etanol. WILLIAMSON et al. {1969), mostraram gue o
NADH formado no curso da oxidagdo do etancl inibe & atividade do
cicle dos &clidos tricarboxilicos, principalmente no nivel da
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citrate sintase e d& isocitrato desidrogenase. As enzimas do
cicleo glioxilice e cicle dos &cidos tricarboxilicos ténm
atividade aumentada guandeo ¢ etancl & subgtituide pele acetate
no meio de cultura {DIVIES, 1972}.

Com a adicdo de 2 ppm de CTAB observou-se uma
inibicdc inicial de 50% na absorgdo de 32, valor gue decresces a
30% ao longoe do sxperimento, enguanteo a produgdo de COZ foil
inibida enm 40-50% (¥Figura 286j).

Com 3 ppm de CTAER a inibic#o na absorgo de 0, fol
de 7%,5%, valor gue diminuiu para 50% ac longo do experimento.
Ho caso de Co, a inibic&o mostrou-se mals constante, entre 70 =

&60%.

£

1908,

ﬁ .
8 42 ren ] 2 vpe
. B3 oom ¢ {3 wen
% gk % 1
R
¢ 4
R P AN
¢ Yk N ot ¥ o
- b gt e E Kﬂ“&um\
G ¢ - e
;4 & *—-& /;3._
i ooy T gl :
et TR S S :
g el )'—"‘/J I @ \\g,,.%w g, !
Z A\i”'i 2 e i
i £ \\’5"“ Jr— g
i c Ly I ,ué"\ 1
8 - g 4
-, 2 I
P - I8
- * ]
M :o |
; 5 i
' . — . |
i 2 i H ) ‘ 1 : i 1 i 2 ¢ H ?
Tenpe Choras) Teupe {hopas}

Fig. 26. Inibigdo da produgdo de O, e do consumo de O, por
Acetobacter aceti em presenga de glicose e (TAB.

Assim, os resultados indicam gue as cé&lulas de 4.
aceti, tratadas com CTABR nas concentracgbes de 2 € 3 ppm, tém =a
respiracdc inibida; com reducdoc na atividade de ftransporte de
elétrons. Cabe destacar que, nas células tratadas com 3 ppm de
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AR a absorcéoe de Gz mostrou-se sesnpre mencor do gue a cbsarvada
em c&lulas sem glicose exdgena, portanto nesta concentracio de
CTAB ocorre completa inibig8oc da oxidacio da glicose a
gluconato.

JFanto Acetobacter acetli Come Acetobacter
pasteurianus tiveram inibicdo complets da enzima lactato
desidrogenase com 3, 6 e 10 ppm de COTAR, A enzima &loool
desidrogenase fol parcialmente inibida com 3 ppm e completamente
inibida com 6 e 10 ppm de CTAB.

5.7.3.EFEITC DO CTAE NA ATIVIDADE HMHETABGLICA DE Leuconcstoc
megenteroides

Os membros do género Leuconostoc tem a capacidade
de utilizar a glicose anaerocobicamente produzinde &cide lactico,
etancl e CO_. Algumas linhagens apresentam um  mecanismo
oxidativoe produzindo acido lacticeo, acido acético e co._.

0s resultados de consumo de Ga & produgio de COZ na
presenga de glicose e diferentes concantracdes de CTAB

encontram~se na Tabkela 15.

Hos experimentos realizados com  Leuconostoc
mesenteroides, observamos gue ndce houve consumo de 02 e produgdoc
de CO_, em células sem fonte de glicose exwdgena.

Na presenca de 1 ppm de CTAB, observou-se una
inibicdo inicial de 27% na absorcdo de 62, decrescendo e
estabilizando em 15% no final do experimento. A producglc de C02
apresentou uma inibiglo de 55% no inicio, porém chegando a 0,64%

ac final (Figura 27}.

Aumentando a concentracio de CTABR para 2 ppm <«
perfil de inibicdc fol o mesmo observado com 1 ppm iniciandoc com

valores altos e dininuindo gradativamente.
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TARELA 15. Produgdc de c&a & consume 4 Q2 por Leuconostoc

mesenteroides em presenca de glicose.

Tanpo Produgdc de CO_ {ul}
fmin.} Consumo de O (k)
CTAB {ppmn}
g I pd 3
15 6,2 2,8 2,8 3,4
6,5 3,7 3,6 5,2
36 15,3 5,3 6,9 82,1
14,8 10,6 7,1 11,1
S 70,0 52,7 3%, 7 4,6
49,0 29,6 23,7 3%, 32
150 139,7 120,6 90, 6 E1,6
2,0 69,1 40,9 42,1
214G 212,2 190,68 142.9% Ti, 4
1085, 0 98, 4 54,0 56,2
270 279, 9 276, 3 200, 1 7%,5
12,2 109, 9 68,2 48,8
330 328, 8 322, 3 242,58 83,5
134,0 118, 2 85, 4 52,5
380 350, 9 356G, 7 268, 3 27,7
139,3 124, 1 29, & 54,8
450 385, 9 357, 6 286, 4 By,
144,6 126, 4 113,9 57,2

Com 3 ppm de CTAB a inibig8c da abgorgado de O
iniciou~se com 20% e atingiu 60% ac final de 420 minutos. A
produgdo de €O apresentou inibigfc inicial de 45% e atingiu 75%

no final do experimento.
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Fig. 27. Inibicdo da producgdo de €O, e do consumo de O, por

Leuconostoc mesentercides em presenga de glicose e CTAB.

5.7. 4. EFEITO DO CTAB RA ATIVIDADE METABSLICA DE Escherichia coli
E Klebsiella terrigena.

Escherichia coli e Klebsiella terrigena fazem parte
das familia Enterobacteriaceae, sao anaerdbias facultativas,
apresentando netabolismo respiratério &8 fermentativo. G
metabolisme fermentativo da Escherichia coli & do tipo &cido
misto, enqguanto Klebsiella terrigena apresenta fermentagdo

butileno glicélica.

0s resultados dos ex¥perimentos gonduzidos com estas

espécies, encontram-se nas Tabelas 16 & 17.
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TABFLA 16. Produgdo de CQZ e gonsumoe de 02 por Escherichia colli
em presencga de glicose.

Tempo Producdo de CO_ {(ul)
. 2
[;rin.} Consumoe de GZ {1}
CTAB {(ppm}
controle 0 3 a 10
15 1,3 6,1 1.3 1,3 Q0,6
. 9 11,5 B, 6 7.8 1,1
&0 4,0 27,2 13,9 4,5 1,9
6, 4 67,6 51,0C 25,9 z,2
126 &,0 8%, 0 45,6 %,.3 i, %
%, 0 152,49 119, 9 51,2 2.8
1806 F, 2 141,4 BG, 6 19,8 2,6
12,8 234, 8 186,09 To, 4 3,4
2440 8,0 203,80 126, 8 34,6 2, &
13,4 320, 2 283, 5 110,06 3,9
300 g, 261,3 185, 8 51,1 2, 6
13,4 399,48 318, 0 139,3 3,4
3180 g,6 318,9 193,58 Fo, R 2,5
15,1 £7TT7, 1 36,0 169, 3 2,4
420 9,3 375,8 223, 9 87,3 2.6
15,7 549, 3 411, 7 196, 3 3,9
480 10,56 436,77 262,32 107, 7 2,6
17,4 G26,6 462, 8 225, 't 3,

Com 3 ppm de CTAB, a inibigdc inicial na absorgéo
de O foi de 40% para Escherichia coli e de 25%'para Klebsgsiella
terrigena. © efeito inicial na produgac de €O, foi muite maior,
atingindo 80% nos dois casos. Este valor, todavia, diminuiu para

40% ao final do experimento.
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TAERELA 17. Produgac de CQZ e Consumo 4 O por Klebgiella
terrigena em presenca de glicose.

Ternps Producdo de O {ul)
\ 4
{min.] Consumo de o, (11}
CTAR {(ppm)
controgls a 3 &
i5 a,7? 6,32 1,4 0,7
z, 4 12,4 . 7 1.2
&0 3,5 25,1 i3, 2 .1
7,2 45, 4 31,9 2,0
126 5,6 53,7 31,2 i, B
12,0 5%, 8 68,5 6,5
180 T, 6 8BS, 0 53, 4 &, 9
15,8 144,09 105, 6 B, 9
240 8,3 129, 8 82,5 7,86
18,0 206, 5 153, 6 16,7
3040 8,7 158, 7 101, 2 8,0
19,2 286,7 184, 3 13,0
360 10,4 203, 2 123, 4 9,7
21,5 304,65 224,65 16,0
420 11.1 247,77 1 46,9 10,4
22,1 359, 4 267, 6 19,0
480 11,1 297,0 156,3 11,7
2,1 417, 8 39,0 23,1

24 inibig8c na absorgdo de O, causada por & ppnm de
crABR  foi de 45% no inicio, estabilizando-se em 65% para
Fecherichia coli e em 90% para Klebsiella terrigena. A inibicdoc
do o foi de 80 a 90% para ambas.

com 10 ppm de CTAB Escherichia coli sofre uma
inikigdo gue chegou a 99,4%, tanto para O, COmNO para Co,, sendo

gue gualguer troca de gases CessOUu COR 240 minutos.
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5,7.5% EFEITO DO CTABE NA ATIVIDADE METABOLICA DE Pseudomonas

aerugingssa

Para & maioria das bactérias e leveduras estudadas,
verificou-se gue concentracdes de 1 a 10 ppm de CTAE provocaram
grandes alteragdes no metabolisme das células. HNo caso de
pseudomonas aeruginosa; entretanto, as alteragbes s& foram
obzervadas na presenga de concentragdbes muite malores de CTAB
{Tabela 18}.

TABELA 18. Produgdo de coz e consumo de 02 por Pseudomonas
aeruginosa em presenga de glicose.

Tempo Producdo de CO_{ul}
fmin., ) Consumo de o, {111}
CTAE (ppnm}
controle G 100 RGQ 1.000
15 2,1 4,2 0, 0,7 0,7
5, 12, 4 a, 0 2,4 2,3
&6 5,5 14,1 4,2 2,8 o,7
15,0 41,3 10,0 5,3 2,8
128 5,2 26,7 11,8 6,2 o, T
21,65 T, 3 20,1 B, 3 5,0
1840 9,7 42,1 25,6 10, 4 2,0
28,1 114,5 31,3 10,7 4,6
&0 10,4 60,3 39,5 14,6 2,7
27,58 152, 8 44,3 18,2 5,2
G0 11,1 79,1 58,1 16,0 2,7
29,9 191, 2 57,9 14,8 5,2
360 11,8 100,86 i, 4 18,1 2,7
36,5 228, 4 69,7 16,0 5,2
420 13,8 122, 4 22,2 ZE2.2 2,7
33,5 27z,0 BB, & 19,46 5,2
480 13,8 144,0 110, 9 25, F 2,7
34,7 3t2, 8 1G5, 2 22,5 5,2
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Verificou-se gue a presencga de 100 ppm de (TAB
provecou uma inibigdo inicial de 76% na absorglo de Q_, inibigéo
esta gue decresceu lentamente, atinginde $6% ao final de 480
minutos. A produgdc de co, sofreuy uma inibkbiclo iniclial de 80%

decrescendo para 23% no final do experimento.

aumentando a concentagio de OTAB para 500 ppm, a
inikicdo do consumo de o, foi de 80 a 93%, enguanto gue a
inikigdco na producio de CO, eguivalente a 80%. Na presenga de
1.000 ppm de CTAR, a inibicdo atingiu 98%, tanto para o GZ Comoe
para o CO, {(Figura 30).
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Fig. 30. Inibigdo da produgdo de CO e do comsumo de O, por
Pseudomonas aeruginosa em presenga de glicose e CTAB.

As Pseudomonas aeruginesa, Ps. mendocina e Ps.

cepacia apresentaram alta resisténcia ao CTAB (Tabela 9).

A Psegdomonas aeruginosa apresenta resisténcia

intrinseca a muitos antibidticos, fato hoje claramente
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estabelecide como decorréncia da baixa permeabilidade da
membrana externa [(ANGUS et al, 1982; NICAS & HANCOCK, 1983s;
NICAS & HANCOCEK, 1983u). Embora as malores proteinas do tipo
porinas de Pseudomonas aeruginosa formem canals substancialmente
mais largos gque os existentes nos crganismos ent@ricoes, sua
atividade & substancialmente mencr (HANCOCK et al., 1879; BENZ &
HANCOCK, 1881; ANGUS et al, 1%82}.

as proteinas da membrana externa, Omp F e Omp € de
£. coli apresentam didmetros de 1,2 e 1,1 nm, respectivamente
(NIKAIDO & ROSEMBERG, 19283}, engquanto a porina de Pseudomonas
aeruginesz PA 01 tem diametro aproximade de 2 nm (YOSHIMURA et
al, 1983). Pseudcmonas aeruginosa, entretanto, & intrinsecamante
resistente a uma grande variedade de antibiéticos, apresentando
uma membrana externa com permeabilidade pelo menos 100 vezes
menor que E. coli. Portanto, as evidéncias sugerem gue a maioria
dos canais de porina em Pseudomonas aeruginosa estaoc fechados
{ANGUS et al., 1982; YOSHIMURA & NIKARIDO, 1982), razio da menor
permeabilidade de sua nembrana extierna a 3o ampla variedade de

compostos inibidores.

A resisténeia de Pseudomonas aeruginosa ao CTAB,
£ni observada em concentragdes capazes de pProvocar lise de
protoplastos e alteragac no metabolisno de outros
microrganismos, o gue parece indicar que a maior barreira contra
a agdc do agente encontra-se no necanisme de transporte do

agente através da membrana externa.
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5.8%. ALTERACOES FISIOLOGICAS,

5.8,1. ACAO DO CTAB EM PROTOPLASTOS,

0 CTABR na concentracdo de 10 ppm, ndc fol capaz de
provocar lise de protoplastos dos microrganismos testados
{Tabela 1%). Nao descartamos, entretanto, a possibilidade de
modificacdc ¢a permeabilidade e descrganizacic da menbrana
celular, cuja integridade depende sobretudo do arranjo ordenado
entre proteinas e lipidios. © fenémenc de desorganizagidc d4da
membrana, entretante, ndo foi possivel de ser verificada em

microscopia de fase.

A concentracic de 10 ppm ndo foil suficiente para
saturar a membrana (R:at} dos protoplastes e, portanto, nao

acarretou lise.

Concentragdes de 100 e 1 000 ppn de CTAB causaran
lise de protoplastos em todos oS microrganismos testados. Em
agua destilada a C.Mm.C. do OTAR & de 277 ppnm, portanto, com 100
ppm  todo CTAB estd na forma de mondmero, complexado com 08
lipideos e proteinas da membrana e nas micelas mistas, en
concentracic suficliente para saturar a mambrana e provocar lise
dos protoplastos. Na concentracio de 1.0060 pprn além da interacéo
dos monémercs de CTAB com a membrana, temos a presenga de

micelas de surfatante.

£m ambos os casos, ndo observamos solublilizagdo das
membranas (Rz“}, gue ocorre COm surfatantes anidnicos como ©
BDS {JONEE, 1992}, ©podendo ser obgervadas CcoOmo grandes

aglomerados em nicroscopia de contraste de fase.

Nao podemos, entretanto, afirmar gue © CTAB nao
solubiliza as membranas, talvez isto ocorra em concentracgdbes

maiores do gue as utilizadas.
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TABELA 19.Tempo {em minutos) regquerido para lise ds proteoplastos
dos diferentes microrganismos em diferentes

concentracbes de CTAB

CTAB {ppm}
nicrorganismnos 0 1@ 100 1000
Escherichia colil - - 20 10
Kighsiella teérrigena - - 20 i0
Alcaligenes faecalls - - 20 10
Preudomonas aeruginosa -~ o~ 20 20
Pseudomonas mendocina - - 30 16
rgeudomonas cepacia - - 20 i
Poeudomonas acidovorans - - 20 10
Acetohacter aceti - - 40 10
Acetobacter pasteurianus - - 40 10
Leuconostoc mesenteroides - - 34 20
ractobacillus fermentum - - 41 30
sacch. cerevisiae FTPT 0472 - - 30 10

5,8.2, ACAC DO CTAB EM CELULAS INTACTAS.

As mesmas concentracdes utilizadas na verificagdo
do efeito do CTAR sobre os protoplastos, foram aplicadas na
verificacio do efeito do CTAB em células intactag. Verificou-se

gue nenhuma das concentracdes provocou lise de células.

concentragdes de 100 ppm & 1.006 ppm de CTAB
causaram aglomeragdo de células, efeito mais acentuado na malor

concentrag&o.

A rigida parede celular das bactériaz desempenha um
papel importante na sua resposta ap tratamentos Com agentes
1iticos. A remo¢dc da parede torna & memnbrana do protoplasto
censivel e susceptivel de répida lise. & lise induzida por

-

agentes liticos & a fase terminal de uma série de eventos, que
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se iniciam com a desorganizacic da membrana, seguida da ruptura

e consegiiente perda do contelGdo celular.

& parede celular dos microrganismos testados no
rrabalho fol capaz de proteger a menbrana, nao permitindo a lise
nas concentracSes de CTAB estudadas. A parede, entretanto, nao
impediu a passagem do CTAB pars © intericr das células, uma vei
que, em concentragdes muite menores, fol capaz Ge Iinibkbir a
atividade enzimética da lactato desidrogenase e da adlcool

dsgidrogenase e alterar o metabolismo daz glicose.

5,9, ACERO DO CTAB NAS PROTEiNAS CELULARES.

0 cultive dos nicrorganismos na presenga de CTAB
provocou mudangas no perfil de proteinas da menbrana e 4o

citosol (Tabela 20}, no caso das células sensivels.

as propriedades de gualguer célula microbliana sac
dsterminadas pelas caracteristicas do seu genoma, gue nao s
guarda informagbes que permitem ao organismo manter sua
integridade estrutural e funcional, como  tambdm  ocontém
informagdes gue lhes gavante a potencial capacidade de responder
as mudancas no seu ambiente. Essas informagdes nic sdc afetadas
pela entrada de substincias estranhas & célula, com excegdo das
substancias mutagénicas e da energia reguerida para a sua

reproducio.

Uma das maiores limitagbes na capacidade das
células microbianas para responder as alteragdbes no ambiente sac
os receptores externos, gue respondem pela indugic da série de
eventos decorrentes das npudangas anmbientais, gue resultam en
alteractes nas préprias células. Enm principio isto pode ocorrer
de duas maneiras: a) por nudangas na sua constitulicio genética

ou b} por adaptaclc fenotipica. Mudancas genéticas resultam da
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ocoorréncia de mutacdes espontinsas no processo de reprodugao e,
portanto, pertencemr a0 potencial natural de adaptagdc das
células. Adaptaces fenotipicas, entretanto, podem obviamente

ser influenciadas pelas condicBes amblentais,

TARELA 20. Alterac8o na gcompoesicdo de proteinas celulares en
crescimento com CTAB.

Pesc molecular {(EDa)

microrganisne 1 p 3 4
E. coli membrans 75,0 7,7 53,1 94,1
28,0 57,1 52,3
37,6
E, goli citossl 23,2 53, 6
26,3
K. terrigens wmembrana T, B £§3,7
62,8
Pz, agcidovoransg wesbrana Ti, 9 54,5 5%, &
42,6 53, 4 52,7
50,7
45,8
Pg, acidovorans citosel 33,1

1-Proteinas gue apresentam concentragdo maior com CTAB
z-Proteinas gue apresentan concentra¢do menor com CTAB
3-Proteinas prasentes somente com crescimento com CTAB
4-Proteinas presentes somente cor crescimento sem CTAB

O crescimento se processa através de um esguemna
inerente & c¢élula, enguantc o fendétipo das células &
influenciado pelos fatores ambientais. A grande variedade de
respostas fenotipicas encontradas dentro de um certo gendtipo
claramente mostra que nenhumaz espécie mnmicrobiana expressa o
genoma inteiro, sob gualguer condig@o ambiental definida.
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A expressdc do genoma celular €& dependente das
condichbes ambientais. En células em crescimento, centenas de
proteinas deven ser sintetizadas e devem atuar de uma manelira
integrada. Paya tante, as células contam Com  mecanismos
regulatdrios gue garantem gue apenas as proteinas necessarias

sedjam sintetisadas e nas guantidades regueridas.

Az células de E.coli e de Kiebgiella terrigena
multivadas na presenca de CTAB, apresentaram muitas diferencas
no perfil de proteinas de membrana (Figura 31} e proteinas do
citosel (Figura 33) em gel de eletroforesse, guando comparadas
cop as células cultivadas na auséncia de CTAE,

rseudomonas aeruginosa quande cultivada na presenca
e na auséncia de CTAB n#o apresentou gdiferenga neo perfil de
proteinas celulares. Ps. cepacia apresentou uma proteina de de
membrana de peso molecular 70,5 Kda em concentragdo superior na
presencga de CTAB e Ps. acidovorans apresentou varias alteragdes

{Figuras 32 & 34}.

Com estes resultados podemos verificar que os
microrganismos sensiveis ac CTAB, na presenga deste, expressan
alguns gens e reprimem outros, para a sintese de proteinas,
assim como aumentam ou diminuem as concentracfes de algumas

proteinas existentes, para conseguir crescer e se multiplicar.

A resisténcia aoc CTAB, entretanto, nfdo esté& ligada
4 expressio ou repressic de partes do gsnoma, uma vez gue Fs,
ageruginosa ndo apresentou alteragdbes no perfil de proteinas.
Podemos supor que a resisténcia estd relacionada com a
permeabilidade inerente da membrana celular ac composto.
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(KDa)

66
45
24
* *
A.Escherichia coli C.Klebsiella terrigena
%% * %
B.Escherichia coli D.Klebsiella terrigena

* cultivada em CANA 11.
** cultivada em CANA 11 com 100 ppm de CTAB.

Fig. 31. Perfil de proteinas de membrana em gel de
poliacrilamida-SDS 10%, corado com prata.
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A .Pseudomonas
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Fig. 32. Perfil de proteinas de membrana
poliacrilamida-SDS 10%,
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. * %k ) * % %
aeruginosa D.Ps. acidovorans

em CANA 11.
em CANA 11 com 500 ppm de CTAB.
em CANA 11 com 50 ppm de CTAB
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Fig. 33. Perfil
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* *
terrigena G.Acetobacter aceti
* % % %k %k
terrigena H.Acetobacter aceti
em CANA 11.

em CANA 11 com 100 ppm de CTAB.
em CANA 11 com 3 ppm de CTAB

de proteinas do citosol em gel

poliacrilamida-SDS 10%, corado com coomassie blue.
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A.Pseudomonas cepacila E.Pseudomonas mendocina
L * , *
B.Pseudomonas cepacia F.Pseudomonas mendocina
. k%% . * %
C.Pseudomonas acidovorans G.Pseudomonas aeruginosa
i * . *
D.Pseudomonas acidovorans H.Pseudomonas aeruginosa

* cultivada em CANA 11.
** cultivada em CANA 11 com 500 ppm de CTAB.
k***cultivada em CANA 11 com 50 ppm de CTAB

Fig. 34. Perfil de proteinas do citosol em gel

poliacrilamida-SDS 10%, corada com coomassie blue.
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5,16, AMALISE MORFOLGGICA ATRAVES DE MICROSCOFPIA ELETROGHICA,

Observaedes morfoldgicas realizadas através de
microscopia eletrénica, revelaram gque as oélulas de E. coli
cultivadas na presengas de 100 ppm de CTAR apresentaram-se
sensivelmente menores, confirmando os resultados de WASHARN el
al., 1876..

As células crescidas na presenga de CTAB
apresentaram superficie rugoesa (Figura 38}, enguanto as células
com crescimento normal apresentaram supsrficie mals homogénea
{Figura 36 e 37}.

As fotomicrografias de  SALTON et al. , 1851
realizadas através da técnica de sombreamento mostraram gue as
méinlas de 5. aureus e E, coli tratadas com CTAE apresentavan
contragic do citoplasma verificada por um espago vazio entre o
citoplasma e a parede celular e =sta contracido era acompanhada

de liberagdo de scolutos.

& concentracdoc de CTAB utilizada no meio de
cultura, permitiu um bom crescimento de E. coli e portanto, esta
concentracdo ndo foi suficiente para causar danos fisicos as
células como no trabalho de SALTON et al., 1851. Entretanto,
nosgas observacdes, realizadas com técnica de coloragéo negativa
e com aumentos substancialmente maliores, evidenciaram mudangas
estruturais marcantes no envelope celular.

ks células cultivadas na presenga de - CTARB
apresentaram tendéncia a formar aglomerados de células maiores
do gue as cultivadas na auséncia de CTAB {(Figura 38}.
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Fig. 35. Fotomicrografia de Escherichia coli cultivada com
100 ppm de CTAB. (aumento 19.000 x).

Fig. 36. Fotomicrografia de Escherichia coli cultivada sem CTAB.
(aumento 19.000 x).
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Fig. 37. Escherichia coli cultivada sem CTAB, formagao de
peguenos grupos de células (aumento 16.500 X) .

Fig. 38. Escherichia coli cultivada com 100 ppm de CTAB,
formacdo de grandes aglomerados de células (aumento de

9.500 X).



6. CONCLUSOES

1-& concentragdo mnmicelar critica (c.m.¢) do CTAR en meio de

-

cultura € menor do gue em &agua.

Z-Em concentracbes abaixo da c.m.c., o CTABR interage com as

proteinas 4o meio ds cultura.

I-Kiebsiella terrigens, utilizada Como representante gas
bactérias Gram-negativa, mostrou-se pouco exigente guanto aos
reguerinentos nutricionais, tendc bom crescimento em todas as
formulacdes de meio de cultura, © gue ndc ocorreu com  as

hactérias Gram—positivas e com as bactérias acéticas.

4~hltas concentracgdes de magnésio causam fase de laténcia

extensa para og microrganismos utilizados e nos neios testados.

B-Ho meic de CANA 11, o CTAB inibiu ¢ crescimento de 4dcetobacter
goeti e Acetobacter pasteurianus, em concentracgbes abaixo da
c.m.C.. As formas monoméricas, portanto, atuan na célula.

6=2 inibicido do crescimento dos demals microrganismos, em neio
de CANA 11 ocorreu em concentragdes acima da c.m.c.. Ag micelas

de CTAB, portanto atuam nas células.

7-0 CTAR ndco inibiu o crescimente de Pseudomonas aeruginosa, FPs.
cepacia e Ps. mendocina em meio de CANA 11, porém inibiu Ps.
acidovorans. Qs membros do génerco Pseudomonas, portanto,
constituem um grupo heterogénec guanto & sensibilidade ao CTARB.

g~Em nosso trabalho os nmicrorganismos gue apresentaram naior
registéncia e malor sensibilidade ac CTAB, foram espécies
Gram-negativas. Essa divis&o, portanto, ndo pode zer tomada como
parémetro na avaliagio da sensibilidade. A sensibilidade esta
relacicnada com caracteristicas intrinsecas & cada célula.
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g%  concentracdc minima inibitéria de CTAB  para cada
microrganisne varia com ¢ meio de cultura e pode estar abalxo ou
acima da c.m.C.

10-4s concentracbes de CTAB necessirias para provocar inibicgdo
ne metabolismo da glicose sdo manores do gque as necessirias para

inibir o crescimento.

1i~Concentractes de CTAB abaixoc de 10 ppm provocam grande
compromatimento dos mecanismos da respiragio, fermentaglc e
glictlise, por alteragdo na atividade de enzimas.Por outro lado,
parece ndo provocar danos fisicos &s células uma vez gue células
e protoplastos permaneceram intactos nestas condigdes. Ko se
pode, entretanto, desprezar a hipodtese de gue a redugdc do
netabolisme se deva a¢  comprometimento  do  mecanismo de
transporte de glicose para o interior das células, em fungdo da
adsorcdo do CTAR na nmerbrana celular, com o consegliente
impedimento dos sitios atives de transporte., Essa hipbtese &
possivel, porém, & certe gue o CTAB ultrapassa a barreira da
parede celular atingindo o citosol e mitocondria, pois as
células, na auséncia de glicose exdgena absorvem mais 0, do que

as células na presencga 4e glicose e CTAB.

12~Para Psevdomonas aeruginosa a concentragio de CTAB necessaria

para causar inibicdo do metabolismo & muito maior gue 10 ppm.

i3-Concentracéo de CTAB igual a 3 ppm causa estimulo, que atinge
12%, no mecanismo de fermentagdo alcodlica em Sacch.cerevisiae,

14-Concentrachbes abaixo de 10 ppnm inibem a atividade das enzinas
flcool desidrogenase e lactato desidrogenase intracelular,
exceto em Pseudomonas aeruginosa. Ps. cepacia e Ps. mendocina,
porém a engima lactate desidrogenase liberada destas ce€lulas

através de lise, & igualmente sensivel.
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15-Pseudomonas aeruginosa, Ps. cepacia e Ps. mendocina tém mencr

permeabilidade ac CTAB do gque os demais microrganismos testados.

16~z parede celular protege as células de lise causads por CTAB.
concentractes iguals a 100 e 1.000 ppm de CTAB provocanm lise de

protoplastos, mas nac de células intactas.

17-A capsula de polissacaridec de Klebsiella terrigena nao &
protege contra a agdc do CTAB, apresentando sensibilidade
semelhante & Escherichia c¢oli em todos os experimentos

realizados.

18-Concentragdes de 100 e 1.000 ppm de CTAR ndo causan
solublilizacgdo de membrana.

19-Pseudomonas aeruginosa nao apresentou alteragdc no paerfil
elotroforétice de proteinas celulares, em fungdoc da presenga ou
auséncia do CTAB, © gue ocorreu nc casc dos microrganismos
sensiveis. Este fato sugere gue a resisténcia ao CTAR &
intrinseca devendo-se, provavelmente, aos canals de porinas, gue
apresentan baixa permeabilidade ao CTAB.

20-as células de Escherichia coli cultivadas na presenga de CTAB
sic menores do gue as cultivadas na sua auséncia, apresentan
superficie rugeosa e formam aglomerados muito maicres do Jque na

auséncia de CTAB.
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