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RESUMO

O acai é o fruto de uma palmeira amplamente distribuida na regido amazonica e
possui uma alta carga microbiana que favorece o processo de fermentacdo do fruto.
Desconhecem-se estudos especificos que investiguem a producdo de substancias
antimicrobianas de interesse biotecnolégico a partir de micro-organismos presentes
no fruto acgai, o que pode resultar no aumento do valor agregado ao fruto. Desde que
a seguranca alimentar se tornou cada vez mais uma preocupacéao internacional, a
aplicacao de bacteriocinas, que visam patdgenos alimentares sem efeitos adversos
téxicos, tem recebido grande atencdo. O objetivo deste trabalho € isolar as bactérias
do acai, identificar a atividade antimicrobiana das bactérias isoladas, e caracterizar
0s extratos destas bactérias quanto a estabilidade e ao espectro de acdo. Os frutos
selecionados foram coletados na Illha do Comblu e em Abaetetuba, no estado do
Pard, Brasil. Estes seguiram para assepsia e despolpamento, e as diluicbes foram
inoculadas em agar MRS e isoladas para analise. O antagonismo in vitro foi
realizado com as técnicas de spot-on-the lawn e de difusdo em poc¢os contra trés
bactérias reveladoras: Corinebacterium sp, Listeria monocytogenes e Bacillus
cereus. Estes extratos foram caracterizados de acordo com estabilidade térmica
(121°C/15 minutos), sensibilidade a enzima tripsina e neutraliza¢do do pH. Das trinta
e nove bactérias isoladas, foi possivel observar atividade antagonista em dezenove
delas. Destas, foi possivel observar que doze apresentaram atividade antagonista
extracelular. Quatro extratos apresentaram sensibilidade a tripsina, indicando que
estas podem ser bacteriocinas. Os extratos neutralizados nao apresentaram
nenhuma atividade, o que indica uma melhor atividade dos extratos em pH acido. A
maioria dos extratos apresentou atividade depois de autoclavagem, o que pode ser
um indicativo de que 0s extratos possuem bacteriocinas que pertencem as classes |
e Il. Este trabalho mostra que bactérias isoladas de acai possuem potencial para a
producao de substancias antimicrobianas.

Palavras chave: Acai; Euterpe oleracea; Antimicrobianos; Bacteriocinas;
Microorganismos; bactérias.



ABSTRACT

Acai is the fruit of a palm tree widely distributed in the Amazon region and has a high
microbial load that favors the fruit fermentation process. It is unknown specific studies
to investigate the production of antimicrobial substances of biotechnological interest
from microorganisms present in acai fruit, which can result in increased value to the
fruit. Since food safety has become an increasingly international concern the
application of bacteriocins that target food pathogens without adverse toxic effects,
have received great attention. The objective of this work is to isolate bacteria from
acai, identify the antimicrobial activity of the isolated bacteria, and characterize the
extracts of these bacteria as pH, temperature, stability and action spectrum. The
selected fruits were collected in Combu Island and Abaetetuba, State of Para, Brazil.
These followed for asepsis and pulp removal and dilutions were inoculated in MRS
agar and isolated for analysis The antagonism in vitro was performed with the
technique of spot-on-the lawn revealing against three bacteria: Corynebacterium sp,
Listeria monocytogenes and Bacillus cereus; and with the well diffusion technique.
These extracts were characterized for thermal stability (121 ° C / 15 minutes),
enzyme sensitivity to trypsin and pH neutralization. Of the thirty-nine bacterial
isolates, it was observed antagonistic activity in nineteen of them. Of thesecould be
observed twelve showed extracellular antagonist activity. Four extracts showed
sensitivity to trypsin, indicating that these may be bacteriocins. Neutralized extracts
showed no activity, which indicates better activity at pH acid extracts. Most of the
extracts showed activity after being autoclaved, which may be an indication that the
extracts have bacteriocins in Classes | and Il. This work shows that bacteria isolated

from acai have potential for the production of antimicrobial substances.

Key words: Acgai, Euterpe oleracea, Antimicrobials, Bacteriocins, microorganisms,
bacteria.
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1- INTRODUCAO

1.1- ACAI

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma das palmeiras tipicas da
Amazobnia, estando distribuida, no Brasil, principalmente nos estados do Para,
Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso e Tocantins. Sua maior ocorréncia é
no estuario de rios; em terrenos de varzea; de igapd e, com menor ocorréncia, em
terra firme. Produz frutos o ano todo, tendo seu periodo de maior producéo entre
0os meses de julho e dezembro (CAVALCANTE, 2010; HOMMA et al, 2006).

Por ser espécie nativa da Amazodnia, 0 acaizeiro pode ser plantado em tipos
climaticos que ocorrem na regido, caracterizados por serem quentes e Umidos;
com pequenas amplitudes térmicas - geralmente com temperaturas médias e
médias das minimas e das méximas anuais em torno de 26 °C, 22 °C e 31,5 °C,
respectivamente - e com umidade relativa do ar variando entre 71% e 91%
(OLIVEIRA et al, 2002).

O fruto é arredondado, medindo de 1 a 1,5 cm de didmetro e possui um
mesocarpo com cerca de 1mm de espessura, representando de 5 a 15% do
volume total do fruto. O fruto apresenta uma cor arroxeada quando maduro e tem
um peso médio entre 0,8 a 2,3 gramas (CAVALCANTE, 2010).

O acai possui elevado teor de antocianinas, contendo cerca de 1,02 g/100 g
de extrato seco, sendo, portanto, classificado como uma superfruta (ROGEZ et al,
2011).

De acordo com o IMAZON (2011), no periodo de safra, dentre os produtos
florestais ndo-madeireiros (PFNM) comercializados no estado do Pard, o fruto do
acali foi responsavel por 97% de um faturamento de 37,7 milhdes de reais (R$36,6
milhdes). Os 3% restantes se distribuiram por varios PFNM, a maioria deles na
entressafra do acai, com destaque para: a pupunha (fruto), o cupuacu (fruto), a
castanha-do-brasil (améndoa com casca), o tapereba (fruto) e a andiroba (6leo).

O acai possui algumas caracteristicas inerentes a frutas tropicais, como a
atividade respiratoria de alto consumo de oxigénio e dissipacdo de gas carbonico;
pH médio de 5,2 e conteudo de agua. Estas caracteristicas, associadas ao clima

quente e umido da regido Amazodnica, favorecem a a¢cdo microbiana no processo
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de fermentacdo do fruto, levando a degradacdo de nutrientes (AGUIAR et al,
2013; ALEXANDRE et al, 2004).

Como os frutos sdo bastante pereciveis, a bebida obtida fermenta com
facilidade. Esta condicdo também € favorecida pela temperatura elevada
prevalecente nas areas de producdo e de comercializacdo. Além disso, na
colheita, o fruto de acai sofre um ruptura no seu apice, permitindo a entrada de
micro-organismos e oxigénio, facilitando assim a contaminacdo e fermentacao
(ROGEZ et al, 2012; OLIVEIRA et al, 2002).

Muitos dos estudos com o0 acai estdo relacionados principalmente a sua
relevancia nutricional, seus beneficios a saude, além de sua qualidade sanitaria e
de novas formas de processamento (CHEN, 2014).

Poucos trabalhos descrevem caracteristicas ligadas a microbiota do acai. No
trabalho de Chen (2014), foi determinado que algumas bactérias da microbiota do
acai produzem enzimas de interesse comercial, destacando-se a [B-glucosidade.
No trabalho de Moura et al (no prelo), foi avaliada a diversidade microbiana no
processo de fermentacdo espontanea do acai, onde foram identificados, ao nivel
do género, Massilia (taxon com mais de 50% das sequéncias restantes constante
durante as 30h de fermentacéo), Pantoea (taxon com o maior aumento durante a
fermentacdo), Naxibacter, Enterobacter, Klebsiella e Raoultella, formando a
microbiota bacteriana dos frutos de acai. No trabalho de Aguiar et al (2013), foi
observado que a fermentacao espontanea do acai (alcodlica, latica e acética) esta
diretamente ligada a um crescimento microbiano exponencial de bactérias.

No entanto, ndo existem estudos especificos que investiguem a producéo de
substancias antimicrobianas de interesse biotecnolégico a partir de micro-

organismos presentes no fruto acai.

1.2- CONSERVACAO DE ALIMENTOS
Uma das preocupacdes da industria de alimentos é a contaminagdo por
patogenos, que sdo causa frequente de doencas de origem alimentar. Durante a

tltima década, os surtos de diarreia, em combinagdo com a resisténcia natural
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dos agentes causadores, contribuiram para seu status de risco (PARADA et al,
2007).

Dentre essas bactérias, € possivel observar algumas que possuem grande
destaque, devido a suas relacbes com surtos e doencas. H4 muitas razdes para
0s problemas causados por Bacillus cereus na industria alimentar. Trata-se de um
micro-organismo onipresente no ambiente, que pode facilmente contaminar
qualquer um dos sistemas de producdo ou processamento de alimentos, através
da formacdo de esporos que podem sobreviver a pasteurizagdo e ao
aquecimento. Os esporos também sdo bastante resistentes a irradiacdo de raios
gama, que € utilizada para reduzir agentes patogénicos de alimentos. Os esporos
sdo hidrofobicos e tém a capacidade de se aderir a superficies, causando
problemas especialmente em fabricas de lacticinios (KOTIRANTA et al, 2000).

As bactérias do género Corynebacterium estdo associadas a transmissao de
diversos tipos de doencas. Uma das principais doencas causadas por este género
€ a difteria, uma doenca de distribuicdo mundial, que ocorre principalmente em
areas urbanas pobres, onde o nivel de vacinacéo e atendimento sdo precérios. A
difteria é mais frequente em criancas com idade inferior a dez anos. E endémica
no Brasil, mas ha registros de surtos em outras regides. Sua ac¢do lesiva esta
atribuida diretamente a uma exotoxina secretada pelas bactérias, como uma
cadeia polipeptidica Unica (MURRAY et al, 2015).

A Listeria monocytogenes é uma bactéria movel, resistente ao congelamento
e outras condicbes adversas, que sobrevive por longos periodos em industrias
processadoras de alimentos e é&reas de manipulacdo de alimentos e esta
amplamente distribuida na natureza. Ela causa uma infeccdo chamada listeriose,
que tem alto indice de mortalidade. A maior incidéncia de Listeria esta associada
aos surtos de doencas transmitidas por alimentos (MURRAY et al, 2015; FARBER
& PETERKIN, 1991).

As tecnologias dos processos de transformacédo e conservagédo de produtos
alimentares - que ajudam na manutencdo dos seus valores nutricionais, além de
garantir as questdes de seguranca alimentar - sdo as areas de pesquisa de

alimentos atuais. Muitos produtos quimicos estdo sendo utilizados para a
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inativagdo de patégenos alimentares, de modo a aumentar a sua vida de
prateleira (UDHAYASHREE et al, 2012).

O consumo de alimentos que foram formulados com conservantes quimicos
também aumentou a preocupacdo do consumidor e criou uma demanda por
alimentos mais naturais e minimamente processados. Como resultado, tem
havido um grande interesse em agentes antimicrobianos produzidos naturalmente
(CLEVELAND et al, 2001). A biotecnologia no setor agroalimentar tem como alvo
a selecdo, a producédo e a melhoria de micro-organismos Uteis e seus produtos,
bem como a sua aplicacdo técnica na qualidade dos alimentos (PARADA et al,
2007).

Efeitos antagonistas produzidos por bactérias laticas em relacdo a outros
organismos podem desempenhar um papel importante na manutencdo de um
bom equilibrio microbiano no trato intestinal, preservando certos alimentos
(UDHAYASHREE et al, 2012).

1.3- BACTERIOCINAS

Desde que a seguranca alimentar se tornou cada vez mais uma
preocupacao internacional, a aplicacdo de peptideos antimicrobianos de
bactérias, que visam patdgenos alimentares sem efeitos adversos toxicos, tem
recebido grande atencdo (CLEVELAND et al, 2001).

As bacteriocinas sdo proteinas ou complexos de proteinas com atividade
antibacteriana, encontradas em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas que
se caracterizam por apresentarem um espectro de acado restrito aos micro-
organismos Gram positivos (MORENO et al, 2008, RILEY & WERTZ, 2002).

As bacteriocinas possuem algumas propriedades especificas: podem
apresentar efeito bactericida ou bacteriostatico, dependendo da concentracao;
apresentam pequeno ou amplo espectro de atuacéo; tém sua producdo mediada
por plasmideo ou cromossomo; reagem com sitios especificos ou inespecificos de
ligagdo na bactéria sensivel, dependendo da classe da bacteriocina, e
apresentam modo de acado similar, desestabilizando a forca protbnica da
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membrana da célula sensivel (BRUNO E MONTVILLE, 1993; EIJSINK et al,
1996).

As bacteriocinas apresentam atividade contra alguns importantes patégenos
de veiculacdo alimentar, como Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum,
Bacillus cereus e Staphylococcus aureus (HERNANDEZ et al., 2008).

E valido ressaltar que as bacteriocinas sdo diferentes dos antibidticos.
Antibidticos sdo metabdlitos secundarios sintetizados por enzimas que
apresentam aplicacdo clinica. As bacteriocinas sdo proteinas ribossomicamente
sintetizadas, produzidas na fase lag de crescimento microbiano, que né&o
apresentam, até o momento, aplicacdo clinica e nao alteram a microbiota do trato
digestivo, pois sdo degradadas por enzimas como tripsina e pepsina encontradas
no trato digestivo. Se as bacteriocinas forem consideradas antibiéticos, néo
poderdo ser usadas em alimentos, jA que o0 uso de antibiéticos em alimentos é
ilegal (BRUNO E MONTVILLE, 1993).

As bacteriocinas tém muitas propriedades que sugerem que elas sao
alternativas viaveis para uso de antibidticos. Estas incluem a sua poténcia, a sua
baixa toxicidade, a disponibilidade de peptideos de amplo e baixo espectro, a
possibilidade de producéo in situ por probioticos e o fato de que estes peptideos
podem ser bioengenheirados (COTTER et al, 2005).

1.3.1- Bactérias produtoras de bacteriocinas

O modelo para estudo das bacteriocinas foi proposto por André Gratia em
1925, quando a bactéria Gram-negativa, Escherichia coli, sintetizou as entédo
conhecidas colicinas (EVANGELISTA-BARRETO et al, 2004).

A partir de entdo, diversas bactérias foram detectadas como produtoras de
bacteriocinas. As bacteriocinas de bactérias Gram-positivas sdo abundantes e
diversas e podem ser representadas principalmente pela nisina, sintetizada pela
bactéria Lactococcus lactis (JACK et al, 1995).

As bactérias laticas representam uma grande parcela das bactérias
produtoras de bacteriocinas. Estas bactérias podem interferir na existéncia e

multiplicacdo de bactérias deteriorantes e patogénicas por meio de alguns
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mecanismos, como: competicdo por oxigénio, competicdo por sitios de ligacao e
producdo de bacteriocinas. A producdo dessas tem sido verificada em bactérias
laticas aliadas a alimentos, incluindo representantes dos géneros Lactococcus
spp.; Lactobacillus spp. e Pediococcus spp. (ROSA et al, 2002).

1.3.2 — Classificagéo

A maioria das bacteriocinas produzidas por bactérias laticas é caracterizada
por definigédo inicial de um inibidor proteico, estimativa da massa molecular (por
meio de retencdo em membranas de didlise, ultrafiltracdo ou espectrometria de

massa) e determinacgao de estirpes susceptiveis (KLAENHAMMER, 1993).

Quadro 1 — Nova proposta de classificacao de bacteriocinas

Classificacao | Caracteristicas Grupos/Subclass | Exemplos
importantes es
Classe | Pequenos péptidos, Tipo A (linear) Nisina
estaveis ao calor (<5 Tipo B (globular) Epidermina
kDa), contendo Tipo C (dois Mersacidina
aminoé&cidos modificados | componentes) Lacticina
(lantionina, a 3-metil- Tipo D (atividade 3147
lantionina, aminoacidos antimicrobiana SapT
desidratados, S- reduzida)
aminovinyl-cisteina, entre
outros)
Classe Il Pequenos péptidos, lla (linear, Pediocina
estaveis ao calor (<10 semelhante a PA-1
kDa), ndo contendo pediocina) Lactacin F
aminoacidos modificados | llb (linear, dois Enterocina
componentes) AS-48
lic (peptideo Aureocin A53
ciclico) Aureocin A70
IId (linear)
Classe llI Proteinas grandes Tipo llla Lisostafina
sensiveis ao calor (Bacteriolisinas) Helveticina J
Tipo llIb (N&o
litica)

Fonte: Bastos et al (2010)
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Desenvolvimentos recentes na caracterizacdo bioquimica e genética de
muitos destes compostos, que tém elucidado as suas estruturas e mecanismos de
acao provaveis, definem 3 classes distintas, sendo a classe | a dos lantibioticos
contendo lantionina; a classe Il a das bacteriocinas que ndo contém lantionina e
uma denominagdo separada para a classe lll: as bacteriolisinas, hidrolases que
atuam no peptidoglicano mureina (Quadro 1).

A classe | é subdividida em quadro grupos. Os tipo A sdo os lantibiéticos
lineares; os tipo B sdo os lantibidticos globulares; os tipo C sdo de dois
componentes (dois peptideos na mesma estrutura) e os do tipo D s&o lantibiéticos
com atividade antimicrobiana reduzida (BASTOS et al, 2010).

A classe 1l é dividida em 4 subclasses. A subclasse lla seria a de peptideos
ativos contra Listeria monocytogenes. A subclasse Ilb seria a das bacteriocinas de
dois componentes. A classe lic seria a dos peptideos ciclicos. A classe lld foi
proposta para ser um repositorio de todos as bacteriocinas restantes nao
contendo lantionina.

A classe lll € dividida em dois grupos. O Tipo llla sdo as bacteriolisinas, de
acdo enzimética. O tipo lllb sdo bacteoricinas de acao nao-litica (HENG et al,
2007).

1.3.3 - Modo de acao

Dois mecanismos alternativos foram propostos para descrever
detalhadamente a forma de insercao da bacteriocina nha membrana da célula-alvo
(Figura 1). No modelo Barrel stave, a bacteriocina se liga como mondmero na
membrana citoplasmatica, insere-se na bicamada lipidica, e os monémeros
inseridos agregam-se lateralmente para formar o poro (MARTIN et al,1996). No
modelo Wedge, a formacdo de poro € causada por uma atuacdo local da
bicamada lipidica, que ocorre quando ha ligacdo das moléculas de bacteriocina:
esta é puxada para dentro da membrana pela for¢ca protonica, e sua orientacao
em relacdo aos lipidios de cabeca nédo se altera, pois 0 peptideo ndo entra em
contato com a parte hidrofébica da membrana (BRUNO e MONTVILLE, 1993).
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Podem ser responsaveis pela resisténcia de mutantes naturais, as
bacteriocinas, variagdes ocorridas na membrana e na parede celular, como:
mudanca do potencial elétrico; da fluidez; da constituicdo lipidica da membrana e
alteracdo da carga ou espessura da parede celular. Estas disposicdes de
maneiras diferentes podem surgir apés exposicdo da célula a concentracfes
reduzidas de bacteriocinas ou como parte de uma resposta adaptativa a algum
outro estresse (RODRIGUES, 2010).

Figura 1 — Modelos de formacdo de poros em membrana citoplasmatica de

células sensiveis: Wedge (A) e Barrel stave (B)

A
extra-celular .

X + " 1 . éc:n
el
I e }
intm::elular alealing
B
-

Fonte: Moll et al, 1999.

O alvo de atividade destes peptideos é a membrana citoplasmatica. Devido
a barreira protetora fornecida pelos fosfolipidios, proteinas e polissacarideos da
membrana externa de bactérias Gram-negativas, essa barreira de permeabilidade
celular impede que a bacteriocina atinja a membrana. Contudo, a presenca de
agentes quelantes, pressdo hidrostatica ou injuria celular podem desestruturar a
parede, deixando a membrana celular exposta a acdo da bacteriocina, que na
maioria das vezes apenas € ativa contra bactérias Gram-positivas
(EVANGELISTA-BARRETO et al, 2004).
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1.3.4 - Aplicagbes biotecnoldgicas das bacteriocinas

O desenvolvimento e a otimizacdo de compostos inibidores de crescimento,
a partir de bactérias lacticas como bioconservadores para controlar bactérias
indesejaveis, tém sido o foco de varios laboratérios envolvidos em pesquisas
relacionadas a seguranca e a qualidade dos alimentos. Mesmo assim, a maioria
das bacteriocinas ainda ndo foram aplicadas com éxito aos alimentos (MARTINIS
et al, 2002).

A Organizacdo de Alimentos e Agricultura (Food and Agriculture
Organization - EUA) e a Organizacdo Mundial da Saude aprovaram a nisina
(Figura 2) como aditivo alimentar em 1969, com uma ingestdo diaria permitida
maxima de 33.000 IU/kg de peso corporal. Este bacteriocina é ativa contra
importantes organismos relacionados alimentares, tais como Clostridium sp.,
Bacillus sp., Staphylococcus sp. e Listeria sp. Véarios paises permitem o uso da
nisina em produtos como leite, queijo, produtos lacteos, tomates e outros vegetais
em conserva, sopas enlatadas, maionese e alimentos infantis (MORENO et al,
2008; HURST, 1981; MARTINIS et al, 2002).

Figura 2 — Estrutura quimica da nisina



20

A nisina mostrou-se efetiva impedindo a contaminagdo dos alimentos e na
ampliacdo da vida de prateleira, essencialmente em laticinios onde substitui
outros aditivos quimicos habitualmente utilizados, como exemplo o nitrato de
potassio (CHEN & HOOVER, 2003).

A limitacdo mais relevante da nisina € a perda de atividade em pH neutro
(McAULIFFE et al, 2001). Ela também ndo € uma bacteriocina termotolerante, o
que faz com que s6 possa ser adicionada em alimentos que passem por
processos de pasteurizacao, tendo o risco de ser desativada em produtos que
passem por processo de esterilizagéo (121 °C) (BROUGHTON et al, 1996).

Embora vérias bacteriocinas com potencial de emprego nos alimentos ja
tenham sido purificadas e caracterizadas, a nisina e, em uma extensao menor, a
pediocina PA-1, sdo as Unicas bacteriocinas produzidas em escala comercial
(COTTER et al., 2005).

As bacteriocinas e outros agentes antimicrobianos naturais sdo muito
interessantes para a industria justamente pelo apelo de "seguranca" que
sugerem. Com a mudanca das exigéncias do consumidor, este sera um atributo
cada vez mais valorizado. Assim, tudo indica que conservantes naturais -
particularmente em adicdo ou combinagdo sinergistica com outros fatores e
técnicas que ja estdo em uso - terdo um papel importante em um futuro proximo,
principalmente se estes agentes tenham nos alimentos a mesma acédo efetiva

verificada em ensaios laboratoriais (SCHULZ et al, 2003).
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2- OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Isolar e selecionar bactérias do acai (Euterpe oleracea) produtoras de

antimicrobianos com potencial biotecnoldgico.

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar as bactérias do acai;

e ldentificar a atividade antimicrobiana das bactérias isoladas;

e Caracterizar espectro de acéo;

eCaracterizar a estabilidade dos extratos destas bactérias quanto a

neutralidade do pH, temperatura, acdo de enzimas proteoliticas.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- AMOSTRAGEM

Os frutos de acai (Euterpe oleracea) foram coletados em dois municipios do
estado do Para (Brasil): Belém - Ilha do Combu (1° 29'45,0”S 48°26'26,6"W) e
Abaetetuba — Ilha da Compompema (1° 44’39,8”S 48°55'09,5”"W). Os cachos
foram coletados e colocados diretamente em sacos plasticos irradiados com luz
UV, lacrados e trazidos diretamente para o Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Engenharia de Alimentos — UFPA.

3.2- SELECAO, ASSEPSIA E ISOLAMENTO

Os frutos maduros e sem injurias foram selecionados em camara de fluxo
laminar e seguiram para assepsia, realizada de acordo com a metodologia
descrita por Souza et al (2004), com algumas modificacdes. Os frutos foram
abundantemente lavados com agua destilada estéril para retirar 0 excesso de
epifiticos. Depois, o material foi imerso em solugéo de alcool 70% por 1 minuto,
em hipoclorito 2% por 10 minutos e novamente em alcool 70% por 1 minuto, para
retirar o excesso de hipoclorito. Em seguida, foram realizadas duas lavagens em
agua destilada estéril.

Apés a assepsia, o fruto foi despolpado em peneira metalica estéril até a
retirada total da polpa dos frutos, obtendo-se uma aliquota de 25 gramas de
amostra, a partir de 500 gramas de acai, para a diluicio em 225ml de agua
peptonada, sendo esta homogeneizada em stomaker por 1 minuto.

Na amostra homogeneizada, realizou-se uma diluicdo seriada até a diluicdo
10 para a inoculacdo de 0,1 ml de cada diluicdo em placas de petri contendo o
meio de cultura Lactobacilli MRS Agar, que foi incubado em jarra com sistema
gerador de anaerobiose, a 36°C por 48 horas. Apds o crescimento das colbnias
no meio seletivo, estas foram isoladas uma a uma em meio Lactobacilli MRS

Agar.
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3.3- ANTAGONISMO IN VITRO

Com as culturas isoladas, foram realizados testes de antagonismo. Para a
realizacdo dos testes, as bactérias isoladas foram testadas quanto a capacidade
antagonista contra outros micro-organismos, denominados de culturas
reveladoras. Foram utilizadas como culturas reveladoras trés bactérias de
referéncia: Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e Corynebacterium sp.,
gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Microbiologia Aplicada do Instituto de

Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal de Minas Gerais.

3.3.1- Teste de spot-on-the-lawn

Para o teste de antagonismo foi utilizada a técnica de spot-on-the-lawn,
descrita em Nardi et al (2005). As amostras de bactérias laticas foram ativadas
em tubos de ensaio contendo caldo MRS e incubados a 37°C, durante 24h, sob
aerobiose. Apds a ativacao, 5uL de cada amostra foram depositados no centro de
uma placa de Petri contendo 4gar MRS, incubadas em camara de anaerobiose a
37°C por 24 horas, no Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Micro-organimos.

Apés esse periodo, com o objetivo de eliminar os micro-organismos, foi
adicionado cloroférmio as tampas das placas de Petri e aguardou-se 30 minutos
sob luz UV. As culturas reveladoras passaram por uma ativa¢ao, sendo crescidas
em caldo Brain Heart Infusion (BHI). Dez microlitros do cultivo das reveladoras
foram adicionados em tubos contendo 3,5mL de &gar semissélido (0,75% de
BactoAgar em caldo BHI). Em seguida, os tubos com agar semissolido contendo
as bactérias reveladoras foram vertidos nas placas de Petri. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas, sob aerobiose, observando-se o resultado apés

este periodo.

3.3.2 — Teste de difusdo em poco

Para o teste de difusdo em poco foi utilizado o meio de cultura BHI Agar, de

acordo com a técnica descrita em Patel et al (2013). Para o in6culo, as bactérias
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produtoras que apresentaram atividade inibitoria passaram por uma ativacao em
caldo MRS, incubados a 37°C, durante 24h, sob aerobiose. As culturas foram
centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos e foram reservados os sobrenadantes.
Depois os tubos foram congelados a -20°C por 24 horas e 0s extratos
sobrenadantes de cada bactéria produtora foram liofilizados no Laboratério de
Catélise e Oleoquimica — UFPA.

O conteudo liofilizado de cada tubo foi ressuspendido em 500 pyL de agua
ultrapura, que foi inoculado em pocos feitos em meio BHI agar adicionado de 3,5
ml de meio BHI semissélido com 40 pL do cultivo das reveladoras. As placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas, em aerobiose. Os extratos que

apresentaram atividade foram selecionados para a caracterizacao.

3.4- CARACTERIZACAO DE ATIVIDADE ANTAGONISTA DOS
EXTRATOS

Os extratos que apresentaram atividade antagonista foram submetidos a trés
tratamentos para a caracterizacdo de sua estabilidade e espectro de acdo. Na
inoculagéo, também foi colocado um extrato controle de cada bactéria produtora
para a comparagdo com O0s extratos tratados, a fim de determinar se o0s
tratamentos aumentaram ou diminuiram a atividade antagonista. Os ensaios
foram realizados no Centro de Valorizagcdo Agroalimentar dos Compostos
Bioativos da Amazobnia — UFPA, de acordo com as metodologias descritas em
Sankar et al (2012) e Carvalho et al (2005).

3.4.1 — Estabilidade térmica

Os extratos sobrenadantes foram submetidos a autoclavagem a 121°C por
15 minutos e depois foram congelados e liofilizados. Os extratos foram
ressuspendidos em 500 pL de &gua ultrapura e foram inoculados em pocos feitos
em BHI agar adicionado de 3,5 ml de meio BHI semissolido com 40 pL do cultivo

das reveladoras. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, em aerobiose.
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3.4.2 — Sensibilidade a enzima proteolitica

Os extratos foram primeiramente liofilizados por 18 horas e depois
ressuspendido em 1ml de tampéo Tris-HCI (50 mM, pH 8,0) acrescido de cloreto
de calcio 20mM, sendo a enzima proteolitica tripsina acrescentada ao meio numa
proporc¢ao final de 5mg/ml.

As amostras foram tratadas em dois tempos. Uma foi ativada em banho-
maria por 2 horas e a outra por 18 horas a 37°C, de acordo com a metodologia
descrita em Carvalho et al (2005).

Depois cada uma foi inoculada em pocos feitos em BHI agar adicionado de
3,5 ml de meio BHI semissolido com 40 pL do cultivo das reveladoras. As placas

foram incubadas a 37°C por 24h, em aerobiose.

3.4.3 — Efeito do pH

Os extratos foram neutralizados até o pH 7 com a adicdo de hidroxido de
sodio 0,1M diretamente ao extrato, utilizando fitas indicadoras de pH para a
afericdo. ApOs a neutralizacdo, foram liofilizados e em seguida foram
ressuspendidos em 500 pL de &gua ultrapura e inoculados em pocos feitos em
BHI agar adicionado de 3,5 ml de meio BHI semissélido com 40 pL do cultivo das

reveladoras. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, em aerobiose.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- ISOLAMENTO

ApOs o tratamento e a diluicdo seriada, foram isoladas trinta e nove bactérias
no total, sendo cada uma codificada com um namero. Destas, dezesseis bactérias
foram isoladas da amostra de acai provenientes da llha do Combu e vinte e trés

das amostras provenientes de Abaetetuba.

4.2- ANTAGONISMO IN VITRO

As bactérias isoladas foram testadas com a técnica de spot-on-the-lawn, a
fim de determinar se elas apresentavam atividade antagonistas contra as
bactérias reveladoras (Tabela 1), observando 19 com atividade antagonista,
sendo esta detectada pela formacé&o de halo de inibicdo de crescimento.

Na figura 3, é possivel observar os halos de inibicdo de crescimento (zona
translicida) contra a bactérias reveladoras, o que facilita a selecdo das cepas
produtoras de antimicrobianos.

Figura 3 — Resultados do teste de spot-on-the-lawn

(A) Bactéria produtora 32 apresentando halo de inibicAo de crescimento contra a bactéria
reveladora Corinebacterium sp. (B) Bactéria produtora 16 apresentando halo de inibicdo de
crescimento contra a bactéria Bacillus cereus. (C) Bactéria produtora 101 apresentando halo de

inibicao de crescimento contra a bactéria Listeria monocytogenes.
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Tabela 1 — Resultados do teste de spot-on-the-lawn para cada bactéria
reveladora.
- Origem Bactéria reveladora
Bacteria Bacillus Listeria Corynebacterium
produtora
cereus monocytogenes sp

2 Combu - - -
4 Combu - - -
9 Combu Positivo - Positivo
10 Combu - - -
16 Combu Positivo - Positivo
20 Combu - - -
21 Combu - - -
23 Combu - - -
32 Combu Positivo Positivo Positivo
33 Combu - Positivo Positivo
34 Combu Positivo Positivo Positivo
35 Combu Positivo Positivo Positivo
36 Combu - - -
37 Combu - - -
38 Combu - - -
52 Combu - - -
63 Abaetetuba - - -
64 Abaetetuba - - Positivo
65 Abaetetuba - - Positivo
66 Abaetetuba - - Positivo
67 Abaetetuba - - -
68 Abaetetuba - - -
69 Abaetetuba - - -
70 Abaetetuba - - Positivo
71 Abaetetuba - - Positivo
72 Abaetetuba  Positivo - Positivo
73 Abaetetuba - - -
74 Abaetetuba - - -
75 Abaetetuba  Positivo - Positivo
76 Abaetetuba - - -
82 Abaetetuba - - Positivo
84 Abaetetuba - Positivo Positivo
87 Abaetetuba  Positivo Positivo -
88 Abaetetuba - - -
99 Abaetetuba  Positivo Positivo Positivo
100 Abaetetuba  Positivo Positivo Positivo
101 Abaetetuba  Positivo Positivo Positivo
102 Abaetetuba - - -
103 Abaetetuba - - -

(-) N&o apresentou atividade
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A atividade inibitéria observada com a técnica de spot-on-the-lawn é vista
como melhor em comparacdo a outras técnicas, porém ela ndo exclui a
capacidade inibitéria dos metabolitos presentes (acido lactico, acido acético,
diacetil, bacteriocinas, etc) a serem produzidos durante o periodo de ensaio, além
da maior capacidade de difusdo das substancias produzidas pelas bactérias e da
concentracdo delas no meio (CADIRCI & CITAK, 2005).

Os resultados obtidos com o teste de spot-on-the-lawn apontaram 19
bactérias que apresentaram atividade inibitéria. Os extratos liofilizados e
ressuspendidos dessas bactérias foram testados com a técnica de difusdo em
poco, a fim de determinar se a bactéria produz substancias extracelulares que
possuam atividade antagonista. Destas, apenas 12 mostraram atividade (tabela
2), sendo esta detectada pela formacéo de halo de inibicdo de crescimento, como
demonstrado na figura 4.

Figura 4 — Resultados do teste de difusdo em poco

7

(A) Bactérias produtoras 16,32 e 33 apresentando halo de inibicdo de crescimento contra a
bactéria reveladora Bacillus cereus. (B) Bactéria produtora 101 apresentando halo de inibicdo de
crescimento contra a bactéria Corinebacterium sp. (C) Bactérias produtoras 16, 32 e 33

apresentando halo de inibigdo de crescimento contra a bactéria Listeria monocytogenes.

Os extratos liofilizados foram anteriormente congelados em freezer a uma
temperatura de -20°C. De acordo com Dimitrieva-Moats & Unlu (2012), as
condicbes de congelamento que antecedem o processo de liofilizagdo podem
interferir na retencdo de atividade microbiana.

A secagem dos extratos torna possivel produzir uma bacteriocina facil de

usar, microbiologicamente estavel e que conserve a atividade por longos periodos
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de tempo a temperatura ambiente. A técnica de liofilizacéo garante a sublimagéo
dos acidos orgéanicos, o que faz com que tenhamos um extrato estavel e com uma
maior concentracdo de bacteriocinas (DIMITRIEVA-MOATS & UNLU, 2012).

Tabela 2 — Resultados do teste de difusdao em poco

Bactérias reveladoras

Bactérias . - . -
produtoras Bacillus Listeria Corynenacterium
cereus monocytogenes sp

9 - - -

16 Positivo Positivo Positivo
32 Positivo Positivo Positivo
33 Positivo Positivo Positivo
34 - - -

35 Positivo - Positivo
64 Positivo - Positivo
65 - - -

66 Positivo - Positivo
70 Positivo Positivo -

71 Positivo Positivo -

72 Positivo Positivo Positivo
75 Positivo Positivo Positivo
82 - - -

84 - - -

87 Positivo - Positivo
99 - - -
100 - - -
101 Positivo - Positivo

(-) N&o apresentou atividade

A visualizacéo de halos no teste de difusdo em po¢o com a bactéria Listeria
monocytogenes foi mais dificil, pois ela ndo formou um halo distinto como nos
testes com as outras reveladoras (Figura 4C). Houve apenas uma verificacao
através da cor ao redor do poco, que apresenta uma translucidez, indicando que a

bactéria reveladora n&o cresceu naquela regiéo.
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4.3- CARACTERIZACAO DE EXTRATOS

Os doze extratos que apresentaram atividade no teste de difusdo em poco
foram testados com a aplicacdo de tratamentos, a fim de determinar suas
caracteristicas e espectro de acdo em diferentes condi¢cdes. Os resultados estdo
expressos na tabela 3 (ver pagina 31).

Cada placa foi analisada em relacdo ao comportamento do extrato depois de
ter passado pelos tratamentos comparado com o extrato controle, que né&o
apresentava nenhum tratamento. A intensidade da coloragcdo em cada pogco em
comparacao ao controle foi o indicativo do aumento ou diminui¢gdo da atividade,
que apresentam uma translucidez, indicando que a bactéria reveladora nao

cresceu naquela regido (Figura 5).

Legenda: A — Autoclavagem; T — Tripsina; N — Neutraliza¢@o e C — Controle. (A) Extratos tratados
da bactéria produtora 35 apresentando halo de inibicAo de crescimento contra a bactéria
reveladora Bacillus cereus. (B) Extratos tratados da bactéria produtora 87 apresentando halo de
inibicdo de crescimento contra a bactéria Corynebacterium sp. (C) Extratos tratados da bactéria
produtora 87 apresentando halo de inibicAo de crescimento contra a bactéria Listeria

monocytogenes.

A estabilidade da bacteriocina a diferentes condigbes reflete que esses
compostos podem suportar as condicdes normalmente encontradas no
processamento de alimentos, de modo que permanecem eficazes durante o
processamento (LEWUS et al, 1991).

A natureza proteica das substancias inibidoras produzidas pelos isolados 16,
70, 72 e 101 foi confirmada pela sua sensibilidade a protease, jA que foi

observada uma diminuicdo da atividade do extrato. A inatividade em presenca de
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7z

uma enzima proteolitica € um grande indicativo da natureza proteica das
bacteriocinas, porém, de acordo com Jack et al (1995), é inadequado predizer
qual tipo de substancia o ensaio encontrou com base somente na inativacao da
atividade bactericida por enzimas proteoliticas.

O estudo de Bonini et al (2007) mostra que a bacteriocina produzida por
cepas de Curtobacterium flaccunfaciens é resistente a tripsina. Outros trabalhos
mostram bacteriocinas como a salivacirina P e salivacirina D, lantibioticos também
resistentes (O’'SHEA et al, 2010; BIRRI et al, 2012). Algumas bacteriocinas de
cepas de Pseudomonas cepacia também apresentaram atividade na presenca de
tripsina (GOVAN E HARRIS, 1985). Este também pode ser um indicativo de que
0S extratos que se apresentaram mais reativos na presenca de tripsina possam
ser novos tipos de bacteriocinas ainda ndo estudados.

Os extratos também foram tratados com a tripsina por 18 horas em banho-
maria a 37°C, a fim de verificar a estabilidade das substancias em condi¢bes

extremas (Figura 6).

Figura 5 — Caracterizacdo de atividade sob acao da enzima tripsina por 18

horas.

(A) Atividade do extrato da bactéria 32 sob a bactéria reveladora Corybacterium sp.
apos tratamento com tripsina por 18 horas. (B) Atividade do extrato da bactéria 32 sob a bactéria

reveladora Bacillus cereus apés tratamento com tripsina por 18 horas.



Tabela 3 — Resultados da caracterizacdo de extratos
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Bactéria Controle Autoclavado Tripsina Neutro
prOd utora Bacillus Listeria Corynebacterium | Bacillus Listeria Corynebacterium | Bacillus Listeria Corynebacterium | Bacillus Listeria Corynebacterium

cereus  monocytogenes sp. cereus  monocytogenes sp. cereus  monocytogenes sp. cereus monocytogenes sp.
16 + + + ++ ++ +++ - + ++ - - -
32 ++ + + + + ++ ++ ++ ++ - - +
33 + + + + ++ ++ + + ++ - + +
35 ++ + + ++ ++ +++ +++ +++ + - - -
64 + ++ + - +++ +++ + ++ ++ - - -
66 + ++ + + +++ ++ ++ ++ + - - -
70 ++ +++ + +++ +++ +++ + ++ +++ - + +
71 ++ ++ + ++ ++ +++ +++ +++ ++ - + +
72 + + + +++ ++ +++ - + ++ - - +
75 + + + - + - ++ +++ + - + -
87 + + + +++ +++ ++ ++ ++ +++ - - -
101 + +++ + + ++ ++ ++ + + - + +

- Sem atividade

+ Baixa atividade

++ Média atividade

+++ Alta atividade
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O Unico extrato que se manteve estavel, mesmo depois do tratamento
intenso com a tripsina, foi o da cepa 32, o que indica que o antimicrobiano € de
origem nao-proteica ou ndo possui 0s aminoacidos arginina ou lisina, para os
quais a tripsina tem uma acao especifica (ligacdes peptidicas contendo residuos
com cadeia lateral com carga elétrica positiva). A tripsina também pode ter agido
de forma a hidrolisar a molécula em um peptideo menor mais especifico,
deixando-o ativo mesmo apos o tratamento.

ApoOs a neutralizacdo do pH, apenas os extratos das bactérias 32, 33, 70, 71,
72, 75 e 101 tiveram efeitos inibitorios em Listeria monocytogenes e
Corynebcterium sp. Yang et al (2012) sugere que acidos e/ou H,O, organicos
produzidos pela bactérias tém fortes efeitos sob a atividade antimicrobiana em
bactérias testadas.

Algumas bacteriocinas apresentam melhor atividade em pH acido, chegando
até a ndo apresentar atividade em pH béasico. A bacteriocina B0105 ndo mostra
atividade em pH acima de 6 (CHEN et al, 2013). Alguma bacteriocinas de
Pediococcus possuem atividade étima pH 3-5 (JOSHI et al, 2006). A nisina,
quando em pH neutro, também n&o apresenta atividade, o que indica que a os
extratos apresentam mais atividade quando em pH acido (McAULIFFE et al,
2001).

Dos doze extratos, onze se mostraram mais reativos depois da
autoclavagem por 15 minutos a 121°C. Suas atividades podem ser comparadas
as da bacteriocina pediocina PA-1 (RODRIGUEZ et al, 2002) e da nisina
(MOTLAGH et al, 1991). A termoestabilidade observada neste resultado € um
indicativo de que a substancias encontradas nos extratos possam ser
bacteriocinas das classes | e Il. Para uma melhor identificacdo da classe a que
elas pertencem, uma separacdo em membrana de ultrafiltracdo de cuttoff de 5
kDa determinaria o tamanho da molécula, separando, assim, as da classe |
(peptideos menores que 5 kDa) e as da classe Il (peptideos menores 10 kDa).

Porém, o extrato da bactéria 75 ndo apresentou atividade apds o tratamento
térmico, o que indica que a substancia presente no extrato pode ser uma

bacteriolisina de classe IlI.



34

Apesar da atividade inibitoria ser observada em todos os isolados, este
resultado indica que é preciso ter cuidado ao avaliar, através de ensaios
dependentes da formacéo de colbnias que ndo excluem a atividade de produtos
metabdlicos excretados, a atividade antimicrobiana contra agentes patogénicos
de origem alimentar (RODRIGUES, 2010).
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CONCLUSAO

Este trabalho mostra que bactérias isoladas de acai possuem potencial
para a producdo de substancias antimicrobianas. Das trinta e nove bactérias
isoladas, doze bactérias apresentam atividade extracelular através do teste de
difusédo em poco apés liofilizacéo.

Com os testes de caracterizacdo, foi possivel se aproximar mais das
caracteristicas de outras bacteriocinas.

Quatro extratos das bactérias apresentaram menor atividade na presenca
de tripsina, indicando que estas podem ser bacteriocinas.

Os extratos neutralizados apresentaram nenhuma ou a mesma atividade
do extrato controle, o que indica uma melhor atividade dos extratos em pH acido.

Onze extratos apresentaram atividade depois de autoclavagem, o que pode

ser um indicativo de que os extratos possuem bacteriocinas das classes | e Il.

6 — PERSPECTIVAS

Estudos posteriores para identificar as bactérias produtoras em questdo
facilitariam a determinacdo do tipo de bacteriocinas encontradas. Seriam
importantes testes para melhor caracterizar, isolar e purificar estas bacteriocinas,
para utilizar as mesmas em processos industriais e otimizar a sua producéo.

Dentre as caracterizacdes, desejamos determinar a concentracao inibitéria
minima das substancias encontradas.

Os resultados também servem de base para que outros estudos como este
sejam realizados com frutos do acai de outras areas produtoras, uma vez que a
variagdo das regides pode conferir a possibilidade de diferentes isolados com
potencial na producao de antimicrobianos.
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ANEXOS
ANEXO 1 — COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA MRS
COMPOSICAO gl/L:

*Peptona proteose: 10.00
*Extrato de carne: 10.00
*Extrato de levedura: 5.00
*Dextrose: 20.00
*Polisorbato 80: 1.00
*Citrato de aménia: 2.00
*Acetato de sddio: 5.00
*Sulfato de magnésio: 0.10
*Sulfato de manganés: 0.05
*Fosfato dipotassico: 2.00

pH FINAL: 6.5+ 0.2

ANEXO 2 — COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA BHI
COMPOSICAO gl/L:

*Infusdo de Cérebro de Bezerro: 200.00
*Protease peptona: 10.00

*Cloreto de sddio: 5.00

*Infusdo de Coragao Bovino: 250.00
*Dextrose: 2.00

*Fosfato Dissddico: 2.50

pH FINAL: 7.4 £ 0.2
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