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RESUMO

A bacitracina € um dos mais importantes antibi6ticos polipeptidicos, produzido por
Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis, funcionando como inibidor da biossintese da
parede celular. O soro de leite € um rejeito da fabricacdo de queijos de alto valor
nutricional, sendo considerado um poluente exiremamente problematico devido &
elevada carga organica e grande volume gerado. O presente trabalho teve como
objetivo estudar o potencial biotecnoldgico de B. licheniformis UCP1010, isolada de
solo contaminado por petroleo, na producdo de bacitracina, utilizando meios
formulados a base de soro de leite, em substituicdo ao 4cido glutdmico e utilizando
glicose como fonte adicional de carbono. Foi empregado um planejamento fatorial
2% variando as condigcbes de temperatura, concentragdes de glicose e de soro de
leite, tendo como variavel resposta o didmetro do halo produzido pelo
microorganismo. A producéo foi detectada através do teste de difusdo em disco,
utilizando Micrococcus flavus como micro-organismo teste. Os resultados obtidos
evidenciaram a presenca de halos com didmetros variando entre 11mm e 27mm, em
todas as temperaturas estudadas. No entanto, a melhor producdo ocorreu a 37°C,
em pH alcalino, apés 72h de crescimento microbiano. De acordo com o
planejamento fatorial utilizado, os ensaios realizados nas condigées do ponto central
apresentaram melhor potencial para produgéo de bacitracina. Tal fato indica que as
concentragoes de soro de leite 40% (v/iv) e de glicose 20g/L mostraram-se mais
eficientes para a produgdo do antibiético. Assim, pode-se concluir que o micro-
organismo estudado possui potencial para producao de antibidticos utilizando soro
de leite como substrato, evitando que esse residuo seja descartado no meio
ambiente.

Palavras-chave: antibiéticos; glicose; soro de leite.
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ABSTRACT

Bacitracin is a major polypeptide antibiotics produced by Bacillus licheniformis and
Bacillus subtilis, functioning as an inhibitor of cell wall biosynthesis. Whey is a waste
of the cheese manufacture of high nutritional value and is considered a pollutant
extremely problematic due to his high organic load and high volume generated. This
work aimed to study the potential of biotechnology of B. licheniformis UCP1010,
isolated from soil contaminated by oil, through the production of bacitracin, using
mediums formulated by whey basis, replacing the glutamic acid and using glucose as
a additional source of carbon. It uses a 2° factorial design, varying conditions of
temperature, concentrations of glucose and whey, having the response variable
diameter of the halo produced by the microorganism. The production was detected
by disk diffusion test, using Micrococcus flavus as microorganism test. The results
showed the presence of halos with diameters ranging from 11mm and 27mm, at all
temperatures studied. However, the best production occurred at 37 °C, at alkaline
pH, after 72 h of microbial growth. According to the experimental design used, tests
performed under the conditions of the central point showed best potential for
production of bagcitracin. This fact indicates that the whey concentration of 40% (v/v)
and 20 g/L of glucose were more efficient for the production of the antibiotic. Thus,
it's possible to conclude that the microorganism studied has potential for antibiotic
production using whey as substrate preventing that waste being discarded into the
environment.

Keywords: antibiotics; glucose; whey.
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CAPITULO 1

1.1.  Introdugao

A biotecnologia pode ser definida como o ramo da tecnologia que consiste
em aplicar dados da engenharia e da biologia aos problemas decorrentes da
interacdo do homem com o ambiente (PENNA e CANOLA, 2009). A Federagao
Europeia de Biotecnologia a define como sendo a aplicagao pratica de organismos
vivos e seus componentes subcelulares, para a industria de producio de servigos e
para a conservagao do meio ambiente (LOPES, SCHEMBERGER e TRINDADE,
2008).

Antibidticos sao substancias produzidas por microrganismos, que em baixa
concentracdo podem destruir ou inibir o crescimento de outras espécies
microbianas. O termo tem sido estendido para incluir substancias quimicamente
produzidas e seus derivados (FARZANA et. al., 2004). Sdo reconhecidos como um
unico meio eficaz de controlar o crescimento microbiano, depois da descoberta da
penicilina e outros agentes antimicrobianos, por Alexander Fleming (1928). Desde
essa época, sao continuas as pesquisas visando a obtencao de antibibticos efetivos
para suportar a ameaga emergente de resisténcia as drogas entre os
microrganismos de todo o mundo (KUTA, NIMZING e ORKA'A, 2009).

Bacitracina € um composto quimico que contém um ou mais polipeptideos
antimicrobianos produzidos por Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis e age como
inibidor da sintese da parede celular (FARZANA et. al.,, 2005). Tem acao contra
muitos organismos Gram-positivos, como Staphylococcus, Streptococcus, cocos
anaerobios, Corynebacter e Clostridium, mas nao tem efeito contra organismos
Gram-negativos (AL-JANABI, 2006). A adigdo de bacitracina ao zinco, junto com
sulfato de neomicina e polimixina, sdo os ingredientes comuns na formulacédo de
pomadas para o tratamento de infec¢des oftalmoldgicas e queimaduras leves (SIN e
WONG, 2003). Além disso, é amplamente utilizada como suplemento alimentar
animal, sendo importante para as industrias farmacéutica e pecuaria de todo o
mundo (Ql et. al., 2008)

Bacillus sao bactérias Gram-positivas, a maioria saproéfitas, em forma de

bastdo, aerdbicas ou anaerdbicas facultativas (AWAIS et. al., 2007). Ocorrem
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principalmente no solo, e por serem formadoras de esporos, tém capacidade de
sobrevivéncia neste ambiente. Os metabdlitos biologicamente ativos produzidos
pelos representantes do género Bacillus vém sendo amplamente estudados na
literatura cientifica. Possuem ampla aplicacdo e importdncia em varios setores
industriais, como: alimentos, obtengao de hidrolisados proteicos, couro, detergentes,
além da producgao de antibioticos (MANNANOV e SATTAROVA, 2001; AL-JANABI,
2006; DIAS et. al., 2008).

B. licheniformis pode ser isolado de solos e material vegetal, sendo
distribuido como um organismo saprofita no meio ambiente. Ao contrario de outras
bactérias do género, que sdo predominantemente aerdbias, o B. licheniformis € um
anaerodbio facultativo, o que permite que ocorra em uma variedade maior de nichos
ecolégicos. Esse microrganismo e seus produtos extracelulares possuem
numerosas aplicagbes comerciais € na agricultura. Nunca foi reportado como sendo
patogénico a animais ou a plantas, e é utilizado na produgéo industrial de proteinas
e exoenzimas. Cepas especificas de B. licheniformis sao também aplicadas na
producao do polipeptideo bacitracina (VEITH et. al., 2004; LIANG et. al., 2009).

Por outro lado, o soro de leite € um rejeito resultante da fabricagdo do queijo
e contém boa parte dos componentes presentes no leite, como proteinas (0,6-0,8%),
lactose (4,5-5%), sais minerais (0,7%) e lipideos (0,4-0,5%), além de aminoacidos e
vitaminas como, tiamina, riboflavina, vitaminas B6 e B12 e o acido pantoténico.
Assim, o soro de leite pode ser considerado um agente poluidor, se descartado no
ambiente, ou um produto nobre, pela sua rica composicdo devido ao teor de
nutrientes (EL-BENDARY, MOHARAM e FODA, 2008; BARBOSA et al., 2010).

Atualmente, com o aumento da producdo de queijos pelas industrias de
laticinios, torna-se necessario o aproveitamento do soro liquido proveniente desse
processo. O soro de leite apresenta sabor ligeiramente acido ou doce, contudo a sua
constituicdo quimica depende da técnica de coagulacéo e fabricagdo do queijo. No
Brasil, o soro de leite € ainda um rejeito de elevada preocupacgao, pois é estimado
que somente 15% da produgdo anual, aproximadamente 70.000 toneladas, seja
utilizada em outros setores industriais (DIAS et. al., 2008; LIRA et. al., 2009). Neste
sentido, investigacbes devem ser conduzidas na busca de fontes alternativas e de

baixo custo para produc¢ao de insumos de elevado valor biotecnoldgico.
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1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial biotecnolégico da amostra B. licheniformis (UCP1010)
isolada de solo contaminado por petrdleo, através da formulacdo de meios
alternativos a base de soro de leite, rejeito da industria agropecuaria, na produgao

de bacitracina.
1.2.2. Objetivos especificos
v" Avaliar a cinética de producdo da bacitracina, através da utilizacdo de soro de
leite como componente do meio de produgdao e avaliar a influéncia da
temperatura e do pH na produgao do antibidtico;
v Investigar a influéncia das concentragdes de glicose e de soro de leite no

processo fermentativo, através de modificagdes na composicdo do meio de

producao da bacitracina;

v Utilizar um planejamento fatorial 2% para avaliar a eficiéncia da composicéo

dos meios alternativos na producéo da bacitracina;

v" Avaliar o consumo de glicose pelo B. licheniformis durante a produgédo da

bacitracina.

14
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1.3. Revisao da literatura

1.3.1. Microrganismos e biotecnologia

A biotecnologia € um conjunto de técnicas que utilizam seres vivos no
desenvolvimento de processos e produtos de interesse econémico e/ou social dos
seres humanos. E considerada uma drea interdisciplinar, pois envolve diferentes
ramos do conhecimento e seus produtos e processos sdo obtidos pela unido dos
conhecimentos de diferentes técnicas e esforgo de diferentes especialistas (LOPES,
SCHEMBERGER e TRINDADE, 2008). As linhas de pesquisa em biotecnologia séo
muitas, como: melhoramentos genéticos, desenvolvimento de vacinas, biotecnologia
vegetal e animal, métodos moleculares de detecgdo de agentes patogénicos,
isolamento de extratos e modificacdo de biomoléculas para diversos fins. A
biotecnologia moderna esta avangando muito rapido, trazendo, como consequéncia,
uma contribuicdo significativa nas diversas areas do conhecimento, como na
agropecudria, agroindustria, medicina e meio ambiente (VASQUEZ, 2008). A
aplicagao da biotecnologia no mundo tem se mostrado eficaz no cumprimento de
uma série de necessidades humanas basicas, como alimentagdo, saude, energia e
protecao do meio ambiente (DEREJE, 2011).

Ha centenas de anos o homem ja utilizava os conhecimentos da
biotecnologia, contudo, de forma limitada apenas aos processos fermentativos da
uva, milho e mandioca para obtengdo de bebidas alcodlicas. Em seguida, observou-
se que, tanto a pele como a semente da uva produziam, de modo natural, o
fermento responsavel pela origem do pdo. Esta reagdo quimica constitui a
transformacdo de um elemento vivo e pode ser denominada de biotecnologia
tradicional. As inovagdes tecnolégicas deram origem a biotecnologia moderna, termo
que foi conceituado pela CDB (Convencgdo sobre Diversidade Bioldgica) como:
“qualquer aplicagao tecnoldgica que utilize sistemas biolégicos, organismos vivos ou
seus derivados, para fabricar ou modificar produtos ou processos para utilizacao
especifica” (DIAS, 2010)

A aceitagao da biotecnologia nos ultimos 25 anos tem sido tipica de qualquer
nova tecnologia, com uma lenta fase inicial seguida por um periodo de rapido

crescimento e posterior fase madura no processo de consolidagéo. A biotecnologia é
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vista como sendo uma forte e confiavel tecnologia, relativamente de baixo risco,
capaz de ser implementada em larga escala e em grande variedade de setores
industriais. O impacto da biotecnologia até a presente data tem sido maior no setor
farmacéutico, mas esta claro que existe um enorme potencial também em outros
setores para a sua aplicagdo. A biotecnologia € reconhecida universalmente como
uma das principais tecnologias capacitadoras no século 21. A confianga nessa visao
decorre de sua posicdo como uma inovagao radical, do impacto que ela tem tido e
tera ainda sobre problemas globais, como doencgas e poluigdo ambiental, promessa
de sustentabilidade industrial e da percepcdo de que se tornou uma tecnologia
madura capaz de fornecer competitividade econémica, geragdo de novos mercados
e ampla aplicabilidade industrial (BULL, WARD e GOODFELLOW, 2000). Por outro
lado, a humanidade depende de um ambiente ecologicamente equilibrado para se
desenvolver e sobreviver. Desta forma, o desenvolvimento de biotecnologias exerce
um papel preponderante na busca de uma relagdo mais equilibrada entre os seres
humanos e o ambiente (PENNA e CANOLA, 2009).

Em qualquer processo industrial biotecnolégico, a alta produtividade € um
fator essencial para o sucesso comercial. A maxima produtividade especifica de
producao de uma espécie é geralmente independente dos parametros do processo e
determinada pelas propriedades genéticas e fisioldgicas do organismo (NIU et. al.,
2009). A fermentacdo natural e espontdnea é uma rica fonte para novos
microrganismos com potencial industrial. O género Bacillus apresenta ampla
distribuicdo em diversos ambientes e tem sido objeto de atengao para aplicagao de
seus membros em biotecnologia. Estas bactérias sao relativamente faceis de isolar e

também capazes de crescer em meios complexos e sintéticos (DIAS et. al., 2008).

1.3.2. O género Bacillus

O género Bacillus € um dos maiores e mais ubiquos géneros de bactérias
existentes, contendo 65 espécies consideradas validas (NIKEREL, ATES e ONES,
2008). Desde o século XIX, esse género bacteriano tem sido descrito com base na
sua habilidade de motilidade e esporulagao, evidenciando a morfologia e presenca
de flagelos que o diferencia do género Clostridium. De acordo com Sneath (1986),

as espécies do género Bacillus sdo descritas como aerébios que degradam gelatina
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e formam colénias do tipo rizoide. Distinguem-se do outro género da familia
Bacillaceae — Clostridium — na forma de seus esporos e na utilizagdo de oxigénio
(PAZ, 2005).

As espécies do género Bacillus (Figura 1) sdo conhecidas por habitar o solo,
sendo descritas na literatura como resistentes a altas e baixas temperaturas, sendo
considerados organismos versateis. A habilidade desses organismos de sobreviver
melhor em ambientes secos € uma clara indicagdo de que essa espécie é
considerada xerodfita (KUTA, NIMZING e ORKA'A, 2009).

Figura 1 - Micrografia eletrénica de B. licheniformis.
Fonte: NIU et. al., 2009.

O estudo taxondmico da familia Bacillaceae evoluiu bastante nos ultimos anos
com o desenvolvimento das técnicas moleculares (RNA 16S), contudo sua
identificacao e classificagdo ainda sao dificultadas, sendo necessario o emprego da
combinagdo dos métodos tradicionais aos quimiotaxondmicos, moleculares e
genéticos para se obter um perfil completo e definido. S&o saprébios, embora
algumas espécies sejam consideradas patogénicas. Algumas espécies compdem a
biota intestinal humana e seus representantes considerados patogénicos ao homem
sdo: Bacillus anthracis e Bacillus cereus (PAZ, 2005), contudo o B. cereus possui
mais caracteristicas adaptativas quando comparado a outras espécies do género,
isoladas do solo, como mostrado na tabela 1 (KUTA, NIMZING e ORKA'A, 2009).
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Tabela 1 - Frequéncia associada a ocorréncia de bactérias do género
Bacillus no solo.

Organismos Frequéncia de ocorréncia (%)
Bacillus cereus 30,8
B. brevis 1,9
B. polymyxa 3,8
B. licheniformis 13,5
B. sphaericus 7,7
B. mycoides 13,5
B. pumilus 7,7
B. subtilis 3,8
B. alvei 1,9
B. laterosporous 1,9
B. firmus 9,6
B. circulans 3,8

Fonte: KUTA, NIMZING e ORKA'A, 2009.

As bactérias do género Bacillus sao Gram-positivas aerdébias ou anaerébias
facultativas, esporuladas em forma de bastdo, amplamente distribuidas na natureza,
sendo consideradas cosmopolitas, por serem encontradas no solo, na agua e até na
poeira do ar. Possuem uma gama de habilidades fisiolégicas que permite o
crescimento do microrganismo nos diversos ambientes, competindo favoravelmente
com outras bactérias, devido a sua capacidade de formar esporos que produzem
metabdlitos estaveis ao calor, a radiagcdo e com efeito antagonista sobre outros
microrganismos (PAZ, 2005; KUTA, NIMZING, ORKA'A, 2009). Cada célula produz
somente um esporo, que € resistente a calor, frio, radiacdo, dessecacdo e
desinfetantes, cujas habilidades fisiolégicas permitem sobrevivéncia em locais muito
extremos, como areas desérticas, nascentes de agua quente e solos articos (AWAIS
et. al., 2007).

A parede celular desse género bacteriano é formada por um polipeptidio
constituido pelo acido D-glutdmico, com caracteristicas antifagociticas, considerada
por muitos estudos como um dos principais aspectos de sua viruléncia (PAZ, 2005).
Assim, essas bactérias podem adaptar-se as diversas transformacdes ambientais
(MANNANOV e SATTAROVA, 2001) e sdo normalmente encontradas e cultivadas a
partir de amostras de solo como habitat primario (NIKEREL, ATES e ONER, 2008).
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Uma das principais distingcdes entre os membros da familia Bacillaceae é a
producdo de catalase, que distingue as espécies de Bacillus dos demais. Muitas
espécies formam acido em meios com carboidratos e algumas produzem gases,
como Bacillus macerans e Bacillus polymyxa. Em geral, fermentam glicose, maltose,
sacarose e raramente a lactose. Crescem bem em meios definidos, contendo varias
fontes de carbono. Muitos produzem enzimas hidroliticas extracelulares que
degradam produtos complexos, como polissacarideos, acidos nucleicos e lipideos,
permitindo aos organismos utilizarem esses produtos como fonte de carbono e
doadores de elétrons. Secretam ainda enzimas proteoliticas, hidrolisam a caseina e
a gelatina. Algumas espécies produzem hemolisinas e reduzem nitrato. E ampla a
diversidade existente na fisiologia desse género, no qual as caracteristicas coletivas
incluem a degradagao de muitos substratos derivados de plantas e animais como
fontes de carbono, incluindo celulose, amido, pectina, proteinas, hidrocarbonetos e
outros. Uma caracteristica de algumas espécies € a versatilidade, sendo capazes de
utilizar uma variedade de substratos de baixo custo e de facil disponibilidade, tais
como os residuos da agroindustria (PALLADINO, 2008). Todas as espécies sao
moveis, exceto B. anthracis (PAZ, 2005).

Espécies do género Bacillus podem ser termofilicas, psicrofilicas, acidofilicas,
alcalifilicas, halotolerantes ou halofilicas e sdo capazes de crescer em valores de
pH, temperatura e concentragdo de sal onde poucos outros organismos podem
sobreviver (AWAIS et. al., 2007). Normalmente, a maioria dos representantes desse
género sado considerados mesofilicos, embora existam espécies termofilicas cujas
caracteristicas tém sofrido alteragcdes conforme o ambiente do qual tenha sido
isolado. Devido a este fato, o género Bacillus foi dividido mais recentemente em
Geobacillus, composto por organismos que crescem acima de 45°C (PAZ, 2005).

As bactérias do género Bacillus sao importantes para a produgéo industrial,
como secretores eficientes de enzimas e produtores de antibidticos, nucleotideos
purina ou vitaminas (TANNLER, DECASPER e SAUER, 2008). E considerado um
organismo de importancia econémica, por ter uma longa histéria de producéo de
proteases, amilases e surfactantes lipopeptidicos, que sao utilizados na producao de
detergente, liquefacdo de amido e recuperagao de petrdleo, respectivamente. Cepas
recombinantes de B. licheniformis tém sido designadas e usadas consideravelmente

em processos fermentativos de larga escala. Varias tentativas tém sido realizadas
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para explorar ainda mais essas caracteristicas, melhorando o rendimento da
producao (CLERCK e VOS, 2004). Sao utilizados na sintese de uma ampla gama de
produtos médicos, farmacéuticos, agricolas, dentre outros. Muitas espécies e cepas
do género Bacillus produzem um grande numero de substancias com acéao
antimicrobiana, incluindo os antibiéticos. Assim, € uma espécie comumente utilizada
na industria biotecnolégica (ASLIM, SAGLAM e BEYATLI, 2002; EL-SERSY,
EBRAHIM e ABOU-ELELA, 2009; DONG et. al, 2010; TODOROVA e
KOZHUHAROVA, 2010; NIMPIBOON et. al., 2011).

E um género reconhecido por apresentar muitas espécies que produzem
peptideos com acgao bactericida e fungicida. Estes s&o classificados como
metabdlitos secundarios, secretados para o meio extracelular, onde exercem a acao
antimicrobiana (TEIXEIRA, 2007). Muitos deles sdo produzidos de formas néo
ribossomais por um largo complexo proteico multifuncional chamado peptidio
sintetase nao ribossomal. Considerando o fato de que diferentes cepas pertencentes
a mesma espécie produzem antibiéticos peptidicos diferentes, o antibidtico peptidico
produzido por espécies de Bacillus € geralmente considerado cepa-especifico, em
vez de espécie-especifico. Contudo, nao existem relatos sobre as bases genéticas
para a especificidade de antimicrobianos peptidicos produzidos por Bacillus
(ISHIHARA et al., 2002). Na maioria dos casos, a producédo de antibiéticos esta
relacionada ao processo de esporulacdo (PALLADINO, 2008). Entre os antibiéticos
peptidicos, eles produzem ainda lipopeptideos, que sdo compostos anfifilicos com
atividade surfactante (CARVALHO et al., 2010). Algumas cepas de B. licheniformis
produzem uma variedade de antibidticos peptidicos, como a bacitracina (CLERCK e
VOS, 2004).

Espécies do género Bacillus possuem ainda grande potencial para serem
usadas como agentes de controle biolégico, sendo capazes de inibir o crescimento
de fitopatégenos, como Alternaria sp., Fusarium oxysporium, entre outros
(ANGONESE et. al., 2009; TODOROVA e KOZHUHAROVA, 2010). Membros desse
género estdo entre as bactérias benéficas exploradas na produgdo de pesticidas,
fungicidas e fertilizantes microbianos (PEREZ-GARCIA, ROMERO e VICENTE,
2011). De acordo com Clerck e Vos (2004), uma nova bacteriocina, produzida por B.
licheniformis, tem sido relatada e examinada para uso como conservante alimentar.

Ghaly et. al.(2007) demonstraram que espécies de B. licheniformis séo capazes de
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produzir levana a partir da sacarose. E conhecido ainda o potencial biolégico das
enzimas produzidas pelo género, como as proteases produzidas por B. licheniformis,
utilizadas na industria de couro, processamento de carnes, pescados e derivados
lacteos. Ha ainda as proteases sintetizadas por B. subtilis, aplicadas nas industrias
de produgao de bebidas e paes (REGINATO e TEIXEIRA, 2009). Preparagdes a
base de bactérias do género Bacillus, mais recentemente, tém sido introduzidas no
mercado internacional, sendo usadas como probidticos para terapia e profilaxia de
desordens gastrointestinais, causadas por bactérias em humanos (SOROKULOVA
et. al., 2008). Estudos recentes revelam ainda que cepas de B. licheniformis,
isoladas de esgoto, tém também aplicagdo na moderna nanotecnologia, através da
sintese de nanoparticulas, que podem ser utilizadas como receptores Opticos,
catalisadores de reagbes quimicas e agentes antimicrobianos (KALIMUTHU et. al.,
2008).

1.3.3. Antibiéticos

O fendbmeno da antibiose foi descoberto inicialmente por Pasteur em 1877,
quando demonstrou a reducado do crescimento dos bacilos de antraz na urina, por
bactérias transportadas pelo ar (SILVA, 2006). Ap6s a segunda metade do século
XIX, cientistas como Robert Koch identificaram microrganismos responsaveis por
doengas como tuberculose, célera e febre tifoide. Nessa época, ja eram realizadas
pesquisas buscando agentes quimicos com atividade antibidtica. O pesquisador
Paul Erlich, em 1910, desenvolveu o primeiro antibiético de origem sintética,
salvarsan, usado contra sifilis. Poucos progressos foram obtidos nos 20 anos
seguintes, sendo o grande marco no tratamento das infec¢gées bacterianas ocorrido
com a descoberta da penicilina, em 1928, por Alexander Fleming. A penicilina G, ou
benzilpenicilina, foi descrita como agente antimicrobiano em 1929, mas somente
introduzida como agente terapéutico em 1940. Apds a industrializagao da penicilina,
especialmente em consequéncia da Segunda Guerra Mundial, houve um rapido
crescimento na descoberta e desenvolvimento de novos antibiéticos (GUIMARAES,
MOMESSO e PUPO, 2010).

A descoberta da penicilina e sua posterior introducédo na clinica causou uma

verdadeira revolugado nos tratamentos em patologia infecciosa. A partir dai, tém sido
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incorporados a pratica clinica dezenas de familias de antimicrobianos, com atividade
frente a bactérias, fungos, parasitos e virus (CALVO e MARTINEZ, 2009). Na
década de 40, Waksam et al. realizaram pesquisa sistematica de actinomicetos
como fontes de antibiéticos e descobriram a estreptomicina em 1944. Esse grupo de
micrébios do solo demonstrou ser uma rica fonte de antibidticos, e seguiram-se as
descobertas de tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina e muitos outros. Nos ultimos
40 anos, tem-se focalizado mais a atencado na producao de derivados semi-sintéticos
de antibiéticos mais antigos, com propriedades mais desejaveis ou diferentes
espectros de acao (SILVA, 2006).

A palavra antibiético é derivada do termo grego antibiose, que significa
literalmente “contra a vida”. Pode ser purificado a partir de fermentacdo microbiana e
modificado quimicamente ou enzimaticamente para uso quimico ou para estudos
fundamentais. Os antibidticos sdo amplamente distribuidos na natureza, onde
exercem uma importante fungdo na regulacdo da populagdo microbiana de solo,
agua, esgoto e adubo. Das centenas de antibiéticos produzidos naturalmente que
tem sido purificados, apenas uns poucos nao sao toxicos, podendo ser utilizados na
pratica médica. Aqueles que sdo de maior uso atualmente sdo derivados de um
grupo relativamente pequeno de microrganismos pertencentes aos géneros
Penicillium, Streptomyces, Cephalosporium, Micromonospora e Bacillus (AWAIS et.
al., 2007).

Mais de 5000 diferentes antibidticos sao isolados de culturas de bactérias,
fungos e células vegetais, que consistem principalmente de polissacarideos com
microfibrilas de celulose, incorporados em uma matriz de hemicelulose e pectina.
Sabe-se que 60% dessas contribuicbes sdo oriundas do género Streptomyces. Na
industria farmacéutica, muitos antibiéticos peptidicos importantes sdo produzidos por
espécies de Bacillus, como bacitracina, polimixina, gramicidina, tirocidina, subtilina e
bacilisina (OLIVERA, 2004; TEIXEIRA, 2007; HASAN et. al., 2009; DYK, et. al.,
2010; KAYALVIZHI e GUNASEKARAN, 2010).

Os metabdlitos secundarios microbianos incluem antibidticos, pigmentos,
toxinas, efetores da competicdo e simbiose ecoldgica, ferorménios, inibidores de
enzimas, agentes imunomoduladores, receptores antagonistas e agonistas,
pesticidas, agentes antitumorais e promotores de crescimento de animais e plantas.

Sua formacéo é regulada por nutrientes, taxa de crescimento, controle de feedback,
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inativagdo e indugdo enzimaticas, enquanto sua regulacdo ¢é influenciada por
compostos de baixo peso molecular, transferéncia de RNA, fatores sigma e
producao de genes formados durante o desenvolvimento pés-exponencial (DEMAIN,
1998). Cerca de 23.000 compostos bioativos, metabdlitos secundarios, produzidos
por microrganismos tém sido relatados e apenas 150 deles séo utilizados em
farmacologia, agricultura ou outros campos (OLANO et. al., 2008).

O contato diario com microrganismos capazes de provocar infecgoes é
inevitavel. Para combater essas infecgdes, recorre-se aos antibiéticos. Tratam-se de
substancias utilizadas para o tratamento de infec¢des bacterianas, atuando de forma
bacteriostatica, inibindo o crescimento bacteriano, ou bactericida, quando eliminam
as bactérias causadoras da infec¢ao (MONTEIRO et. al., 2010).

Antibidticos sao moléculas de baixo peso molecular (nao-protéicas),
produzidas como metabdlitos secundarios, principalmente por microrganismos que
vivem no solo. Um pressuposto natural € que os microrganismos do solo produzem
antibidticos em seu habitat natural e os utilizam para ganhar vantagem contra seus
competidores (JAMIL et. al., 2007). Podem ter origem microbiana, sintética ou semi-
sintética, quando parte da molécula é produzida por microrganismo e outra é
adicionada sinteticamente (OLIVERA, 2004). Caracterizam-se também como sendo
os medicamentos mais usados de maneira excessiva e indiscriminada, o que auxilia
a gerar o maior problema da antibioticoterapia: a resisténcia dos microrganismos aos
antibiéticos (SILVA, 2006).

O sucesso no desenvolvimento de antibidticos para a cura de infecgoes
microbianas pode ser considerado como um dos maiores sucessos cientificos do
século passado. Os antimicrobianos sao responsaveis por uma redugao expressiva
na mortalidade causada por microrganismos patogénicos. A industria de antibiéticos
tem se desenvolvido a partir de origens modestas, logo apdés a Segunda Guerra
Mundial, para tornando-se na atualidade um dos mais importantes setores da
industria biotecnoldgica e farmacéutica (KOLLER et. al., 2011).

Do ponto de vista molecular, os antimicrobianos de uso clinico exercem sua
agao em algumas das seguintes estruturas e fungdes bacterianas: inibindo a sintese
da parede celular, alterando a integridade da membrana citoplasmatica, impedindo a
sintese proteica ou impedindo a sintese ou as fungdes dos acidos nucleicos.

Existem ainda antibiéticos que tem como fungédo proteger outros compostos das
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enzimas hidroliticas bacterianas, como € o caso dos inibidores de B-lactamases
(CALVO e MARTINEZ-MARTINEZ, 2009).

Antibidticos peptidicos formam um grupo incomparavel de moléculas
bioativas, dividindo-se em duas grandes classes, de evolugdo biolégica é muito
diferente, dependendo da sua biossintese. A primeira € uma grande e heterogénea
categoria de peptidios que sao sintetizados em grandes e modulares complexos
enzimaticos, por bactérias e fungos. Este grupo inclui aqueles antibidticos néo
sintetizados ribossomalmente, como a bacitracina, gramicidina, polimixina,
streptogramina e seus derivados. A segunda categoria é muito diferente,
compreendendo peptideos lineares, composta quase que inteiramente de residuos
de aminoacidos convencionais, que sao produzidos por todos os principais tipos de
organismos (incluindo microrganismos). Os peptideos produzidos por bactérias e
sintetizados ribossomalmente s&o conhecidos como Dbacteriocinas. Muitos
antibiéticos peptidicos tém formas estruturais originais, tais como estruturas ciclicas,
contendo aminoacidos incomuns e sdo muitas vezes modificados e conjugados com
acgucares, lipidios e outras moléculas. Dependendo dos aminoacidos que o
compdem e dos seus conjugados, 0s seus mecanismos de agao podem variar
consideravelmente. Alguns dos antibiéticos peptidicos incluem alguns bem
conhecidos ou comumente utilizados, como bacitracina, polimixina, vancomicina,
penicilina, cefalosporina, entre outros (OLIVERA, 2004; JAMIL et. al., 2007).

A maioria dos antibidticos produzidos por Bacillus sp. sdo peptideos de baixo
peso molecular, produzidos via biossintética ndo-ribossomal, que envolve enzimas
especificas, chamadas peptideo sintetases. Geralmente sdo produzidos nas fases
iniciais do processo de esporulacdo (HASAN et. al., 2009; DYK, et. al., 2010). De
acordo com Jamil et. al. (2007), a quantidade de antibidticos produzidos por
espécies do género Bacillus se aproxima de 167, e s&o principalmente
polipeptideos. Independentemente da toxicidade de alguns antibiéticos produzidos
por essas bactérias as células de mamiferos, eles continuam sendo foco de atencéao
de cientistas. A maior parte deles exerce acdo contra bactérias Gram-positivas, no
entanto, compostos como polimixina, colistina e circulina exibem atividade quase
exclusivamente sobre organismos Gram-negativos, enquanto que bacilomicina,

micobacilina e fungistatina sdo agentes efetivos contra fungos filamentosos e
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leveduras. B. licheniformis produz varios antibidticos polipeptidicos, como
bacitracina, liqueniformina, liquenisina e amoebicina (ISHIHARA et. al., 2002).

Apesar da disponibilidade de novos agentes antibacterianos, os antibiéticos
polipeptidicos continuam a desempenhar um papel no tratamento de infeccdes
causadas por microrganismos em humanos e terapia veterinaria. Estes antibioticos,
obtidos por fermentacdo, podem conter diversas substancias intimamente
relacionadas, cujo montante total é bastante vasto, e que sédo bastante dificeis de
separar, porque suas propriedades sao idénticas as do composto principal. Em
tempos em que a qualidade e a seguranga das substancias farmacéuticas séo
questdes tdo importantes, para muitos destes antibidticos os niveis de impurezas
sao limitados, mas suas identidades raramente sdo especificadas. Tentativas tém
sido feitas por diferentes grupos de pesquisa para caracterizar polipeptideos
antibidticos comercialmente disponiveis, como gramicidina, polimixina B, polimixina
e bacitracina (GOVAERTS et. al., 2003).

Estes peptideos possuem uma variedade de notaveis atividades bioldgicas,
incluindo atividades antimicrobianas, antivirais e antitumorais. Mais de 500
antibiodticos peptidicos foram descritos na metade do século passado. Estes diferem
amplamente em suas propriedades bioquimicas (composicdo de aminoacidos,
comprimento e estrutura secundaria). Entretanto, todos eles desempenham um
papel essencial na defesa nao-especifica do hospedeiro, por prevenir ou limitar
infecgdes, por meio da capacidade que possuem de reconhecer seletivamente
potenciais agentes patogénicos (HASAN et. al., 2009).

Ainda ha muito a ser feito para entender as propriedades dos antibioticos
peptidicos, especialmente in vivo, e avaliar a importancia de diferentes fatores de
viruléncia das bactérias. Estudos continuam a ser desenvolvidos por cientistas em
volta do mundo nos proximos anos, sendo os resultados utilizados pela industria
farmacéutica, contribuindo na luta contra os patégenos microbianos (DUBIN et. al.,
2005).

1.3.3.1. Bacitracina

E um antibiético polipeptidico produzido por espécies de B. licheniformis e B.

subtilis, comumente usada conta microrganismos Gram-positivos. E comercialmente
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produzida em larga escala em todo o mundo como aditivo alimentar para animais e,
na medicina humana é encontrada na forma de pomadas (INJAC et. al., 2008;
EPPERSON e MING, 2000). Estas sdo formuladas com base na adicdo de
bacitracina de zinco, sulfato de neomicina e polimixina, que sao ingredientes comuns
na formulacdo de pomadas para o tratamento de infecgbes oftalmoldgicas e
qgueimaduras leves, como Neosporin e Polysporin (EPPERSON e MING, 2000; SIN e
WONG, 2003). Devido a sua ampla utilizagdo como suplemento alimentar animal e a
sua aplicagao médica, a bacitracina € importante para as industrias farmacéutica e
pecuaria em todo o mundo (QlI et. al., 2008).

Foi descoberta em 1943, a partir de uma cultura bacteriana isolada de um
ferimento de uma garota americana de 7 anos de idade (SIN e WONG, 2003; QI et.
al., 2008). Os microrganismos sensiveis a bacitracina sdo a maioria das bactérias
Gram-positivas, essencialmente o Staphylococcus pyogenes. Os estreptococos
beta-hemoliticos dos grupos C e G sao menos sensiveis, mas o grupo B é
usualmente resistente. Os meningococos e 0s gonococos sao sensiveis, mas 0s
Gram-negativos sao resistentes (SILVA, 2006). Além de sua atividade contra cocos
e bacilos Gram-positivos, exercem acao também sobre algumas espécies do Reino
Archaea, como Methanobacterium, Methanococcus e Halococcus (Ql et. al., 2008).

De composicao e estrutura complexas, anteriormente foi relatado como um
componente unico. Hoje em dia, a bacitracina € determinada como uma complexa
mistura de mais de cinquenta diferentes formas. Consiste de um heptapeptideo
circular ligado a uma cadeia pentapeptidica, sendo varidveis os radicais ligados a
cadeia (Figura 3). Algumas bacitracinas consistem do mesmo radical R, outras séo
definidas por diferentes radicais R. O radical é determinado por um tipo de tiazolina
circular com diferentes substituintes. As varias estruturas de bacitracina sao
nomeadas: A, B1, B2, B3, C1, C2, C3, E, F, G1, H2, G3, I1, 12, 13. (SCHEIDL et. al.,
2009). Embora as estruturas quimicas de alguns componentes ainda ndo sejam
conhecidas, a bacitracina A e uma série de outras como as bacitracinas B, C, D, E,
F, H e | foram identificadas (SIN e WONG, 2003).

26



Alencar, A. A. Produgdo de bacitracina por Bacillus licheniformis UCP1010 utilizando meio alternativo

a base de soro de leite

Orn X
(o] 7 8
R—(!—Z—GIu—Y—Lys 9 Phe
3 4 5 6
56\ 10
Asn 1 His
Asp

Figura 2 -Estrutura geral da bacitracina.
Fonte: GOVAERTS et. al., 2003.

As preparagdes comerciais de bacitracina sdo compostas por uma mistura de
muitos analogos intimamente relacionados. Sabe-se que as bacitracinas A e B sao
responsaveis por 95% da atividade biologica dessas misturas. A bacitracina € um
dodecapeptideo metal-dependente, consistindo de grupos peptidicos intimamente
relacionados, sendo a bacitracina A o principal componente. E sintetizada por um
sistema de enzimas multifuncional, composto de bacitracina sintetases 1, 2 e 3,
codificadas pelos genes bacitracina sintetases, bacA, bacB e bacC,
respectivamente, e é instavel a altas temperaturas e a luz (ISHIHARA et. al., 2002;
Ql et. al., 2008; INJAC et. al., 2008; ).

Além de ser comumente utilizado em algumas preparagdes topicas, tanto em
medicina humana como veterinaria, este potente antibidtico tem sido testado
também, com sucesso limitado, para eliminacdo de Enterococcus resistente a
vancomicina. Nao é administrado sistematicamente devido a sua nefrotoxicidade,
mas é considerado seguro quando tomado por via oral se o trato gastrointestinal nao
absorve quantidades significativas da droga (MATOS et. al., 2009).

Desde a sua descoberta, em 1945, a bacitracina foi utilizada
sistematicamente em infecgbes estafilocdcicas graves, até meados de 1960. No
entanto, devido a sua nefrotoxicidade e ao surgimento de novos antibidticos é
indicada apenas para uso tépico. Quando usada localmente, a droga nao provoca,
praticamente, efeitos adversos. Assim, a bacitracina € usada sob a forma de cremes,
unguentos, sprays, pés e solugbes e, em geral, associada a neomicina e a
polimixina B (SILVA, 2006).

Atua como um inibidor da sintese da parede celular, apesar de também poder
interferir em outros processos celulares (MATOS et. al., 2009). Seu principal modo
de acéao é através da inibicdo da sintese de peptidioglicano (MURPHY et. al., 2008).
O modo de acdo da bacitracina implica na formagao de um complexo com o lipidio
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Css-isoprenil pirofosfato (IPP), que é mediada por ions metalicos divalentes. Essa
captura de IPP impede a desfosforilacdo do IPP e assim interrompe a sintese da
parede celular. fons metalicos divalentes, como Co*%, Mn*?, Zn*? e Cu*, sdo
essenciais para a atividade antimicrobiana da bacitracina. Embora a resisténcia
bacteriana para praticamente todos os antibiéticos do mercado tenha se tornado um
problema de saude nos ultimos anos, a resisténcia bacteriana a bacitracina é ainda
limitada, apesar dela ter sido usada amplamente nas ultimas décadas. Desse modo,
a bacitracina pode ter um potencial para a formacdo de potentes antibidticos
metalopeptidicos e analogos, com limitada capacidade de gerar resisténcia
bacteriana, no combate a infecgbes microbianas (Ql et. al., 2008).

B. licheniformis possui mecanismos de auto-resisténcia contra a bacitracina,
que sao baseados no aumento da concentragdo de isoprenil pirofosfato (IPP) e a
expressao do transportador de bacitracina, denominado ABC, composto por duas
proteinas hidrofdbicas, que atuam como um canal transmembrana, controlando o
efluxo de bacitracina para fora da célula (MURPHY et. al., 2008). O mecanismo de
acao da bacitracina consiste na interferéncia da biossintese da parede celular
bacteriana, inibindo a 22 fase da biossintese com desfosforilacdo de um pirofosfato
lipidico. Parece também lesar a membrana citoplasmatica e, diferentemente das
penicilinas, também atinge os protoplastos (SILVA, 2006).

Entre 1997 e 1999, alguns antibiéticos promotores de crescimento, incluindo a
bacitracina, foram retirados como promotores de crescimento na Unido Europeia,
com base no Principio da Precaucdo. Apesar de, para este fim, estar banida na
Europa desde 1999, a bacitracina é ainda usada para este propdsito em outros
paises, como Nova Zelandia. Uma década depois da retirada deste antibidtico da
alimentagdo animal na Europa, alguns relatos surgiram recentemente revelando

importante deteccgao fenotipica de resisténcia a bacitracina (MATOS et. al., 2009).

1.3.4. A industria de laticinios

A cadeia produtiva do leite € um importante segmento da industria alimenticia,
responsavel por cerca de 12% do total do valor produzido no ramo industrial de
alimentos (ALVES, 2008). O leite € a secre¢ao produzida pela glandula mamaria de

mamiferos com a finalidade de nutrir seus filhotes, sendo rico em diversos nutrientes
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como proteinas, lipidios, agucares, vitaminas e minerais, necessarios para seu
crescimento e desenvolvimento (COSTA; JIMENEZ-FLORES e GIGANTE, 2009).
Contém 3,9% de gordura, 3,3% de proteinas, 5,0% de lactose e 0,7% de minerais
(PELEGRINE e CARRASQUEIRA, 2008).

O leite e produtos lacteos derivados de outros mamiferos, especialmente
vacas, bufalas, cabras e ovelhas, tém sido utilizados ha milénios na nutricao
humana, por ser excelente fonte de energia e nutrientes. A composigao do leite varia
entre as espécies e, em menor intensidade, mesmo dentro da mesma espécie
animal. Embora aparente ser um liquido homogéneo, estruturalmente € uma mistura
bastante complexa de componentes (COSTA; JIMENEZ-FLORES e GIGANTE,
2009). Constitui a matéria-prima do fabrico de uma série de produtos, como bebidas
lacteas, leite fermentado, coalhada, queijos, leite em pd, manteiga, creme de leite,
requeijao, iogurte, doce de leite, leite condensado, leite pasteurizado (integral e
desnatado), leite UHT, ricota, sobremesas lacteas, soro de leite, soro de leite em pd
(ALVES, 2008).

Em 2004, o Brasil assumiu uma importante posicao de exportador de leite e
derivados, uma virada comercial importante, que contribui com beneficios para
diversos elos da cadeia produtiva, consolidando ainda a posi¢cao do pais no mercado
internacional de lacteos (PELEGRINE e CARRASQUEIRA, 2008). A industria de
laticinios € uma atividade de grande importancia na economia mundial, sendo o
Brasil o sétimo maior produtor. De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), em 2005 foram produzidos cerca de 24 bilhées de litros
de leite, o que corresponde a um nivel inferior ao encontrado nos paises de
producao altamente intensiva e mecanizada, como os EUA. A regido Sudeste é
responsavel por 39% dessa produgao, representada principalmente pelo Estado de
Minas Gerais, que produziu cerca de 6,9 bilhdes de litros no ano de 2005 (ALVES,
2008; BRUM; SANTOS JUNIOR e BENEDETTI, 2009).

Dados de 2007 indicam que existe no Brasil, aproximadamente, 1,3 milhdes
de produtores de leite produzindo 26,4 bilhées de litros/ano, 0 que gerou nesse ano
um valor bruto da produgdo de aproximadamente R$ 15 bilhdes A producao leiteira
no pais é essencialmente atividade secundaria da pecuaria extensiva de corte. No
Nordeste sdo produzidos 14% do leite do Brasil. Nessa regido, na atividade

pecuaria, 90% sao pequenas propriedades, possuem baixo uso de tecnologias
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apropriadas, com agronegdcio regional informal e mao-de-obra desqualificada. Mais
do que seu peso econdmico no abastecimento nacional, essa atividade assume
papel social de extrema relevancia, constituindo, muitas vezes, como a unica
perspectiva de sustentabilidade e insercdo no mercado para pequenas propriedades
de base familiar disseminadas no semi-arido nordestino (ALVES, 2008; SILVA,
2008).

Dos derivados lacteos, o queijo ainda tem um carater acentuadamente
manual. E um produto que demanda menos tecnologia e mais habilidade dos
“‘mestres queijeiros” (ALVES, 2008). Nesta ultima década, no Brasil, os queijos
produzidos tiveram um consumo recorde, continuando em ascensao (LIRA et al,
2009). A figura 3 demonstra o processo de fabricagdo do queijo, com a sequéncia de
atividades envolvidas neste processo, desde o recebimento da matéria-prima até o
produto acabado (BIEGER e RINALDI, 2009).

Processo de Fabricacao do Queljo

Prensagem

_Embalagem

;

Recepcao do Expedicéo do
—> lelte queljo —>

Residuo:

soro de lelte

Figura 3 - Esquema do processo de fabricagdo do queijo.
Fonte: BIELGER e RINALDI, 2009.

1.3.4.1. A producao de queijo no Nordeste

A colonizagado brasileira, com suas peculiaridades, forjou, ao longo dos

séculos, um desenho da situagao agraria, especialmente no Nordeste, onde se
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encontra a predominancia do latifundio da cana de agucar no litoral e zona-da-mata,
e nas areas mais adentradas como o Agreste, o desenvolvimento de lavouras e de
pecuaria, principalmente em pequenas e médias propriedades. Dessa forma,
observa-se que a atividade pecuaria tornou-se forte e, até certo ponto, rentavel,
tendo como prova disso a existéncia de varias bacias leiteiras no Estado de
Pernambuco (AMADOR, 2009).

O queijo é um dos mais antigos alimentos preparados que a histéria da
humanidade registra. A arte da fabricacdo de queijos tem seu inicio perdido num
passado muito remoto, milhares de anos antes do nascimento de Cristo. Em épocas
pré-historicas, antes que o homem pudesse ler ou escrever, um legendario mercador
viajante da Arabia, atravessando uma agreste regido montanhosa da Asia, depois de
uma aspera subida, fez uma pausa para se alimentar e restaurar suas forcas. Trazia
como alimento tamaras secas e certa quantidade de leite de cabra, dentro de um
cantil feito de estbmago seco de carneiro. Ao levar aos labios o cantil para sorver o
leite, apenas um liquido fino e aquoso escorreu do seu interior. Ao cortar o cantil, o
viajante observou que o leite tinha se transformado numa coalhada branca, nao
muito desagradavel ao paladar de um homem faminto. O coalho existente no
estdbmago parcialmente seco do carneiro havia coagulado o leite, tendo assim, o
queijo como resultado. Apesar do fato ter se passado ha milhares de anos, ainda
hoje se faz o queijo coagulando o leite com coalho obtido do estdbmago de bezerros.
Os egipcios estao entre os primeiros povos que cuidaram do gado e tiveram, no leite
€ no queijo, uma fonte importante de sua alimentagéao (BARBOSA et al., 2010).

A atividade de produgao artesanal de queijos (coalho e manteiga) e produtos
lacteos (coalhada e manteiga em garrafa) na Regido Nordeste é significativa para a
economia regional, por se tratar de um produto de grande aceitagdo popular,
representando também fonte de renda e de trabalho para parcela consideravel de
pequenos e médios produtores rurais. O queijo artesanal, em particular o queijo
coalho, € um produto amplamente consumido pela populacao local e pelos turistas
que visitam a Regido. A fabricagcao destes queijos demanda grande volume de leite,
envolvendo ainda uma parcela consideravel de pequenos e médios produtores
estabelecidos especialmente na zona rural, para os quais esta atividade econémica
significa a principal fonte de renda e trabalho (CAVALCANTE, 2005).
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No Brasil, existem varios tipos de queijos frescos produzidos de forma
artesanal e industrial, tanto por pequenos produtores quanto por algumas industrias.
Esses queijos sdo muito populares e devido ao bom rendimento que proporcionam
na fabricacdo, sdo comercializados a pregos acessiveis a boa parte da populacao
(FERREIRA e FILHO, 2008).

O Agreste de Pernambuco, regido intermediaria entre a Zona da Mata e o
Sertdo, é caracterizado por uma economia diversificada, com o cultivo de milho,
feijao e mandioca, além da pecuaria de leite e de corte. A regido apresentou
crescimento de 23% na produgéo leiteira dos ultimos anos, representando 73% da
producao leiteira do Estado de Pernambuco. Um exemplo de atividade econdmica
rentavel no Estado é a produgédo artesanal de queijos, sendo bastante expressiva
para a economia regional, sabendo-se que cerca de 30% do leite produzido no
Estado é destinado a esta atividade, chegando em algumas micro-regides a 40 a
50% (CAVALCANTE, 2005; MONTEIRO et. al., 2007).

Desprovida de sofisticagao tecnoldgica, as queijarias do agreste nordestino
inclui-se entre os poucos empreendimentos adequados para modificar o perfil social
e econdbmico de pequenos municipios da Regido. Geralmente, o que dificulta o
alcance de um futuro concreto e promissor para essa atividade é uma organizagao
cooperativa, um suporte de crédito oficial e programas de aperfeicoamento técnico
dos produtores artesdos. No entanto, o mais dificil ja existe, que € a marca forte de
uma tradigdo que sobrevive unicamente em razdo de sua qualidade (CAVALCANTE,
2005).

1.3.5. Rejeitos industriais

Dentre os rejeitos industriais, destacam-se os residuos, que podem ser
definidos como a diferenga no balango de massa e energia nos processos de
transformacdo de matérias-primas em produtos. Assim, podem os nao estar
previstos no processo de manufatura industrial, ser ou ndo gerados durante o
processo, ser ou nao utilizados como parte do produto final, bem como ser ou nao
utilizados como matérias-primas de outros processos (GIROTO e PAWLOWSKY,
2001).
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Um dos maiores problemas enfrentados pelo mundo industrializado é a
contaminagdo do ar, solos, sedimentos, aguas subterraneas e superficiais por
compostos organicos toxicos, provenientes dos diversos tipos de producgéo
industrial. Esse aumento dos problemas ligados a poluicdo ambiental tem causado
uma maior conscientizacdo no que diz respeito a importancia da restricdo de
lancamentos indiscriminados de poluentes e da necessidade de remediar os locais
impactados (CERQUEIRA e COSTA, 2009).

Em geral, os efluentes industriais contém nutrientes que podem estimular o
crescimento desenfreado de plantas aquaticas, algas e cianobactérias, quando estes
sdo langados em lagos, agudes, rios, mares etc; causam o desequilibrio desses
corpos de agua, além do que, podem apresentar composi¢gao extremamente toxica,
como os hidrocarbonetos encontrados em residuos petroquimicos, téxteis, que sao
de dificil decomposigcao (PAZ, 2005).

A descarga de efluentes provenientes da agricultura e industrias de alimentos
constitui um dos principais problemas ambientais em todo o mundo. A globalizagao
tem levado a construgao de industrias cada vez maiores, gerando uma descarga de
grande volume de efluente no ambiente (COSTA, 2008). Milhdes de toneladas de
residuos agroindustriais séo produzidos pela populagdo humana anualmente. Por
exemplo, a América Latina produz aproximadamente 500 milhdes de toneladas/ano,
sendo o Brasil responsavel por quase metade deste montante (TAMANINI e HAULY,
2004). Os residuos provenientes da industria de alimentos envolvem quantidades
apreciaveis de casca, caroco e outros. Esses materiais, além de fonte de matéria
organica, sao também fonte de proteinas, enzimas e 6leos essenciais, passiveis de
recuperagao e aproveitamento (COELHO et. al., 2001).

Residuos lacteos sao considerados abundantes em industrias de laticinios.
Esses residuos contém grande quantidade de matéria organica e a disposi¢ao dos
efluentes pode causar séria poluicdo ambiental. A industria lactea, assim como
muitas outras agro-industrias, geram residuos, entre eles o efluente de soro de leite
produzido, com uma carga organica extremamente elevada (NAJAFPOUR et al.,
2010).

Normalmente, os residuos de industrias de alimentos ndo causam nenhum
risco e sao biodegradaveis, porém a quantidade gerada e seu alto teor de matéria

organica podem levar a sérios problemas ambientais caso ndo recebam nenhum tipo
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de tratamento antes da disposicdo nos corpos receptores (COSTA, 2008). A
utilizacdo adequada destes residuos ajuda a minimizar problemas ambientais e
energéticos, podendo gerar produtos com aplicacbes relevantes da industria
farmacéutica e de alimentos (TAMANINI e HAULY, 2004).

Residuos liquidos gerados pela industria quimica e de alimentos apresentam
uma grande complexidade fisica e quimica, dificultando seu tratamento e podendo
causar riscos ao meio ambiente onde sao descartados, na maioria das vezes, sem
nenhum tratamento prévio. Nesse sentido, a elevada potencialidade do uso de
microrganismos como agentes biodegradadores das mais diversas substancias
produzidas, aliada ao emprego da biotecnologia, indicam o tratamento bioldgico
como um dos mais eficientes métodos para a reducao dos efeitos adversos desses
contaminantes sobre o meio ambiente. Assim, os sistemas biolégicos sao utilizados
para tratar a poluigao e restaurar a qualidade ambiental por meio da degradagao dos
poluentes, tendo se destacado por ser um método menos agressor e mais
econémico (CERQUEIRA e COSTA, 2009).

Os microrganismos utilizam a matéria organica que constitui um residuo,
servindo-se de boa parte desta para sua autoconstrucao e reproducdo. O restante é
oxidado por meio da respiragao, aproveitando sua energia e compensando 0 meio
com subprodutos do seu metabolismo. Assim, carbono, nitrogénio, fésforo e outros
elementos, constituintes das moléculas organicas dos residuos, sdo devolvidos ao
meio (ar, agua, solo), na forma de compostos mais simples, como gas carbdnico,
fosfatos e nitratos (LOPES; SCHEMBERGER; TRINDADE, 2008).

A protecdo do meio ambiente contra agentes poluidores de origem industrial é
um problema complexo para os paises em desenvolvimento. A principio, é
necessario caracterizar as diferentes formas de contaminacdo do meio ambiente
causada pela atividade industrial, sem limitar o desenvolvimento socioeconémico de
um pais e, ao mesmo tempo, mantendo o equilibrio ambiental (PAZ, 2005). A
preocupacao com a preservacao do meio ambiente encontra-se em destaque, com o
aquecimento global, os transgénicos, a busca por combustiveis menos poluentes e
mais ecologicamente equilibrados s&o alguns dos temas de discussdes nacionais e
internacionais (PENNA e CANOLA, 2009). De forma especial, a poluicdo das aguas
tornou-se assunto de interesse publico em todas as partes do mundo, de modo que

nao apenas os paises desenvolvidos sdo afetados pelos problemas ambientais,
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sendo as nacdes em desenvolvimento também atingidas pelos graves impactos da
poluicdo (BRIAO e TAVARES, 2007).

1.3.5.1. Soro de leite

A fabricagdo de queijo € um método de transformacdo de componentes de
leite em um produto de facil conservagao, menor volume, alto valor nutritivo, sabor
agradavel e boa digestibilidade. Neste processo, ndo ha conversdo de 100% do leite
em queijo, sendo o rendimento variavel entre 85% e 20% em fungdo da
consisténcia do queijo, produzindo assim, além do queijo, o soro de leite (GIROTO e
PAWLOWSKY, 2001).

Na Idade Média, o soro era utilizado em drogas farmacéuticas como
componente de unguentos para queimaduras, como balsamo para pele ou como
neutralizante para cabelos, mas, raramente era empregado na alimentagdo humana.
Em meados do século XIX, na Europa Ocidental, o uso do soro teve grande
evidéncia com a criacdo de mais de 400 “casas de soro”. Nos anos 40, na Europa
Central, foi usado no tratamento de dispepsia, uremia, gora, anemia, artrite, doengas
hepaticas e até tuberculose, quando era recomendada a ingestao de cerca de 1.500
g.dia™’ de soro (COSTA, 2008).

O soro de leite € obtido através do processamento do queijo, no qual a
caseina € insolubilizada no seu ponto isoelétrico pela agao da renina, sendo o
liquido restante chamado de soro doce. Se for resultado de precipitacdo acida, é
chamado de soro acido. A composicao do soro varia conforme o processo pelo qual
€ obtido. O soro do leite de vaca é um liquido que contém de 4 a 6 g de proteinas
por litro (PELEGRINE e CARRASQUEIRA, 2008). Aproximadamente 80% do volume
do leite destinado a fabricagdo de queijos correspondem ao soro gerado (LADEIRA
et al.,, 2010). Mundialmente, a produgao anual de soro de leite € estimada em 115
milhdes de toneladas; aproximadamente 47% da producédo € descartada no meio
ambiente (NAJAFPOUR et al., 2010; KAVACIK e TOPALOGLU, 2010). No Brasil,
essa producao é de 1.000.000t/ano, resultando em 7.500 t de proteinas de soro de
queijo (LADEIRA et al., 2010).

O Brasil descarta grande parte do soro de queijo produzido na natureza, sem

nenhum tipo de tratamento. O descarte desse subproduto no meio ambiente
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representa uma significativa perda de recursos, causando sérios problemas de
poluicdo. Além do sério problema ambiental, o ndo-aproveitamento do soro no Brasil
coloca esse produto como o segundo derivado lacteo mais importado, perdendo
apenas para o leite em p6. Em 2006, o Brasil importou mais de 30 mil toneladas de
soro em po, o que corresponde a um valor acima de 35,5 milhdes de dodlares
(COSTA, 2008; KAVACIK e TOPALOGLU, 2010).

O soro de queijo € um subproduto de importancia relevante, tendo em vista o
volume produzido e sua composi¢cdo nutricional. A fabricagcdo de 1kg de queijo
necessita, em média, de 10L de leite e fornece 9L de soro. O soro contém em sua
composicao 6,9% de sélidos totais, 0,6% de sais minerais, 0,3% de gordura, 0,9%
de proteinas, 5,0% de lactose e 0,1% de acido lactico, resultante da fermentacao da
lactose. Isso significa que o descarte desse rejeito sem um tratamento eficiente ndo
€ s6 um crime previsto por lei, mas € também rejeitar um alimento possuidor de alto
valor nutricional (BARBOSA et. al., 2010). As proteinas do soro de leite tém alto
valor bioldgico, superior ao de outras proteinas, como as encontradas no ovo, na
soja e na caseina do leite, principalmente devido ao alto teor de aminoacidos
essenciais de cadeia ramificada (isoleucina, leucina e valina) (PESCUMA et. al.,
2010). A composicao do soro de leite depende de uma série de parametros, como a
composi¢cao e a qualidade do leite avaliadas, as técnicas de produgado do queijo, a
quantidade de fermento ou acido usada na coagulagcédo e sua qualidade, o periodo
de coagulagao e a temperatura (KAVACIK e TOPALOGLU, 2010).

Tabela 2 - Composi¢do do soro de queijo doce e acido.

Componentes Soro Doce (%) Soré Acido (%)

Agua 93-94 94-95
Solidos totais 6-7 5-6

Lactose 45-50 3,8-4,2
Proteina (N x 6,38) 0,8-1,0 0,6-1,0
Nitrogénio nao-protéico (% do N Total) 22 27

Acido latico 0,1-0,2 0,7-0,8
Cinzas 0,5-0,7 0,7-0,8

Fonte: COSTA, 2008.
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Durante muito tempo, o soro de leite foi utilizado na alimentagdo animal ou
descartado em corpos d'agua, provocando a destruicdo da flora e da fauna devido a
sua elevada DBO, demanda bioquimica de oxigénio, que é cerca de 30.000 a 50.000
mg.L". Este indice é aproximadamente 100 vezes superior ao de um esgoto
domeéstico. Considerando uma producdo média de 10.000L de soro por dia, este
teria o poder poluente equivalente ao de uma populagédo de 5.000 habitantes (LIRA,
et. al.,, 2009). No Brasil, uma das principais op¢des de aproveitamento do soro de
leite, e também as mais comercializadas, sdo as bebidas fermentadas, com
caracteristicas sensoriais semelhantes ao iogurte, e bebidas lacteas néo-
fermentadas (CAPITANI et. al., 2005).

O reuso e o reciclo de efluentes de laticinios surge como uma alternativa para
a minimizagdo do langamento destes, evitando a sobrecarga nos sistemas de
tratamento e servindo como uma ferramenta na redugdo de custos (BRUM;
SANTOS JUNIOR e BENEDETTI, 2009). Uma vez que o soro de leite contém
naturalmente lactose e material organico biodegradavel, o tratamento biolégico é um
processo pratico, a ser usado no seu reaproveitamento. Entre os processos de
tratamento bioldgico, tratamento em lagoas, ativagdo de sistemas de lodo e
tratamento anaerdbico sdo comumente empregados para o tratamento efluente
lacteo. O soro é inicialmente hidrolisado e convertido a acidos organicos por
microrganismos acidogénicos, quando a degradagdo é seguida por bactérias
metanogénicas e Methanosarcina (NAJAFPOUR et al., 2010).

Em fabricas de queijo, a recuperagdo completa de subprodutos de soro de
leite pode nao ser possivel. O soro pode conter valioso substrato para bioconverséo.
Mais de 90% da DBO total do soro de leite € representada por lactose, lactato,
proteinas e gordura (NAJAPFOUR et. al., 2010). Cada vez mais a legislagao
ambiental exige das industrias de laticinios um plano de tratamento ou
reaproveitamento deste soro (LIRA et. al., 2009). Assim, as industrias de laticinios
procuram alternativas para o tratamento desse soro e entre elas esta o seu
aproveitamento como substrato para fermentagdao, sendo também matéria-prima
bastante interessante na fabricagcdo de varios produtos (BARBOSA et al., 2010).
Particularmente, para fabricas de queijo de médio porte, que tem crescentes

problemas de eliminagcdo e ndo podem dispor de altos custos de investimento para
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valorizagdo de tecnologias utilizando o soro de leite, € imprescindivel o tratamento
fisico-quimico e/ou bioldgico para esse efluente (KAVACIK e TOPALOGLU, 2010).

Sendo dispendioso o tratamento de efluentes e sendo o soro de leite rico em
diversos nutrientes, pode ter sua utilizagcado direta estimulada ou seus componentes
aplicados em varias formulacbes de alimentos, como bebidas lacteas, leites
fermentados, sucos, ricota, bebidas nutricionais fortificadas, entre outras (LIRA et al.,
2009). E reaproveitado na elaboracdo de bebidas lacteas, como uma forma racional
de aproveitamento, por apresentar excelente valor nutritivo e fornecer alta qualidade
proteica com baixo teor de gordura e lactose (PELEGRINE e CARRASQUEIRA,
2008). Devido ao alto teor organico do soro de leite, processos de digestao
anaerdbica também sdo recomendados para o seu reaproveitamento, sendo esta
uma excelente solucdo em termos de economia de energia como de controle da
poluicao (NAJAFPOUR et al., 2010).

As proteinas soluveis do soro de leite possuem alto valor bioldgico,
melhorando o desempenho muscular, podendo exercer papel importante na saude
humana, como agente redutor do risco cardiaco (HARAGUCHI, ABREU e DE
PAULA, 2006). O soro de leite vem sendo ainda estudado, como alternativa
promissora, em bioprocessos, para a obtengdo da goma xantana, provavelmente o
biopolimero mais utilizado nos ultimos anos (NERY et. al., 2008). Oliveira et. al.
(2008) observou que a aplicagao do soro de leite como revestimento comestivel em
morangos, especialmente na concentracdo de 100%, reduz a incidéncia de bolores e
leveduras quando combinada com armazenamento a 10°C.

De acordo com a tecnologia envolvida e do tipo de queijo produzido, o soro
pode representar entre 80 e 95% do volume do leite utilizado no processo,
apresentando 55% dos nutrientes originais deste. Assim, alternativas tecnoldgicas
para o0 seu adequado aproveitamento sao fundamentais. Estima-se que
aproximadamente 50% de todo o soro de leite produzido n&o é aproveitado, sendo
este numero ainda maior se forem levadas em consideracdo as micro e pequenas
empresas (LIRA et. al., 2009). A economia gerada pela diminuicdo dos descartes da
industria de laticinios, principalmente as de pequeno e médio porte, através da
utilizacdo do soro de leite para a formulacdo de outros produtos, € motivo suficiente
para incentivar o aproveitamento desse subproduto (PELEGRINE e
CARRASQUEIRA, 2008).
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O soro de leite visto como um rejeito e ndo como uma matéria-prima dificulta
muito o aproveitamento deste valioso produto. O aproveitamento deste encontra
alguns obstaculos. Um deles é o fato de que a maioria das queijarias é de pequeno
e médio porte, o que dificulta a implantacido de uma politica de aproveitamento ou
tratamento. A falta de recursos humanos qualificados na maioria das unidades
produtivas e a deficiente malha viaria e grandes distancias que dificultam o
escoamento desse produto também fazem parte das dificuldades encontradas
(ANDRADE, 2005).
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ABSTRACT
This work aimed to study the biotechnological potential of Bacillus licheniformis (UCP1010) for

production of bacitracin using whey as substrate. For antibiotic production, was used the
standard production medium, replacing the glutamic acid by the whey, with glucose as
additional carbon source. The influence of varying temperature, glucose and whey was
measured using a 2° factorial design. The production was detected by disk diffusion test, using
Micrococcus flavus as microorganism test. According to the results, the best production
occurred at 37°C, at alkaline pH, after 72h of growth, with halos of 27mm in diameter,
indicating that tests based on the conditions of the central point showed best potential for
production of bacitracin. Thus, the whey concentration of 40% (v/v) and 20g/L of glucose were
more efficient for the production of the antibiotic.

Keywords: antibiotics, glucose, industrial wastes.

INTRODUCAO

As bactérias do género Bacillus sdo gram-positivas aerdbias ou anaerdbias facultativas,
esporuladas em forma de bastdo. Possuem habilidades fisiologicas que permitem o seu crescimento em
varios ambientes, competindo favoravelmente com outras bactérias, devido a formagdo de esporos
estaveis ao calor, a radiacdo e com efeito antagonista sobre outros microrganismos (KUTA, NIMZING e
ORKA'A, 2009).

Bacillus licheniformis é uma bactéria encontrada na maioria dos solos, principalmente em solos
pobres em nutrientes, como pantanos e desertos. E comum também em alimentos, incluindo produtos
naturais agricolas, como cereais. E uma espécie comumente utilizada na industria biotecnolégica para
producdo de varios bioprodutos, dentre eles: enzimas, inseticidas, surfactantes e antibidticos peptidicos
(BOER, PRIEST e DIDERICHSEN, 1994; CLERCK e VOS, 2004; REY et. al., 2004; BHUNIA,
DUTTA ¢ CHAUDHURI, 2010; DONG et. al., 2010; SONGSIRIRITTHIGUL et. al., 2010¢ LIU et. al.,
2011).

Bacitracina ¢ um antibidtico polipeptidico produzido por espécies de B. licheniformis e Bacillus
subtilis, comumente usada contra microrganismos gram-positivos (INJAC et. al, 2008). E um
dodecapeptideo metal-dependente (QI et. al., 2008), consistindo de grupos peptidicos intimamente

relacionados, sendo a bacitracina A o principal componente quimico do complexo antibiotico

48



Alencar, A. A. Produgdo de bacitracina por Bacillus licheniformis UCP1010 utilizando meio alternativo a

base de soro de leite

(ISHIHARA et. al., 2002). Em adig@o, bacitracina de zinco, junto com sulfato de neomicina e polimixina,
sdo os ingredientes comuns na formula¢do de pomadas para o tratamento de infecgdes oftalmologicas e
queimaduras leves (SIN ¢ WONG, 2003). Além disso, ¢ amplamente utilizada como suplemento
alimentar animal, para melhorar o peso corporal do animal e¢ ainda prevenir doengas. Dessa forma, a
bacitracina é importante para as industrias farmacéutica e pecuaria em todo o mundo (QI et. al., 2008).
Atua como um inibidor da sintese da parede celular, apesar de também poder interferir em outros
processos celulares (MATOS et. al., 2009).

Milhoes de toneladas de residuos agroindustriais sdo produzidos pela populagdo humana
anualmente, sendo o Brasil responsavel por quase metade do montante de residuos produzido na América
Latina. Normalmente, os residuos de industrias de alimentos ndo causam nenhum risco ambiental e sdo
biodegradaveis, porém a quantidade gerada e seu alto teor de matéria organica podem ocasionar sérios
problemas ambientais caso ndo recebam nenhum tipo de tratamento antes da disposi¢do nos corpos
receptores. A utilizagdo adequada destes residuos possibilitard a minimizagdo dos problemas ambientais e
energéticos, podendo gerar produtos com aplicacdes relevantes para a industria farmacéutica e de
alimentos (TAMANINI ¢ HAULY, 2004; COSTA, 2008).

O soro de leite ¢ definido como subproduto da fabricagdo de queijo, sendo considerado um
residuo de baixo ou nenhum valor comercial, na maioria das vezes utilizado na alimentagdo de animais ou
descartado em efluentes sem qualquer tratamento prévio (BIASUTTI, 2006; PELEGRINE e
CARRASQUEIRA, 2008; LIRA et. al., 2009). Diversos paises desenvolvem pesquisas visando obter
opgOes para a utilizagdo do soro de leite, evitando que funcione como agente de poluicdo ambiental
(ALMEIDA, BONASSI E ROCA, 2001). No Brasil, as industrias produtoras de queijo em geral sdo de
pequeno porte, ndo possuindo meios econdmicos ou tecnologia disponivel para o reaproveitamento do
soro (CORDI et. al., 2007). Assim, esse rejeito pode ser considerado um poluente extremamente
problematico, devido a sua elevada carga organica e grande volume gerado, devendo ser tratado antes do
seu descarte (NITSCHKE, RODRIGUES ¢ SCHINATTO, 2001; CORDI et. al., 2007; BIASUTTI et. al.,
2008).

No presente trabalho foi estudado o potencial biotecnologico de B. licheniformis isolado de solo
contaminado por petroleo, para produgdo de bacitracina utilizando o soro de leite, rejeito oriundo da

fabricag@o do queijo, através da formulacdo de meios alternativos e de baixo custo.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismos

Foi utilizada cultura de B. licheniformis (UCP1010), isolada de solo contaminado por petréleo no
porto da cidade do Recife ¢ catalogada na Colegdo de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias
Ambientais (NPCIAMB), Universidade Catolica de Pernambuco, registrada no World Federation Culture
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for Collection (WFCC). A linhagem do Micrococcus flavus (UFPEDA323), utilizada como
microrganismo teste para avaliar a produgdo de bacitracina, foi cedida pelo Banco de Culturas do
Departamento de Antibidticos, Universidade Federal de Pernambuco. As culturas foram mantidas em
meio Agar Nutritivo (AN), contendo (g.L™"): peptona (10g), extrato de carne (3,0g), NaCl (5,0g), Agar
(20g), agua destilada q.s.p. 1000mL, pH 7,0.

Substrato

O soro de leite utilizado foi obtido previamente em industrias de laticinios do Agreste de
Pernambuco, cujo pH inicial foi de 6,1. O soro foi imediatamente congelado apo6s recebimento, em

volumes de 500mL, ¢ mantido a 5°C, para ser utilizado durante o trabalho.

Pré-inoculo

A amostra de B. licheniformis, apos mantida em meio Agar Nutritivo durante 24h, foi transferida
para 250mL de caldo nutritivo, em Erlenmeyers (500mL de capacidade). O pré-inéculo foi realizado sob
agitacdo de 150rpm por 16h. Posteriormente, foram retirados 25mL do pré-indculo, transferidos para

frascos Erlenmeyers de 500mL, contendo 250mL dos meio alternativos.
Planejamento fatorial

Foi realizado um planejamento fatorial completo 2° com 4 repeticdes do ponto central,
totalizando 12 experimentos, tendo como variavel resposta o didmetro do halo de inibi¢do no melhor
tempo de produgdo. As variaveis analisadas foram: temperatura, concentragao de glicose e concentragdo

de soro de leite, conforme a tabela 1. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Tabela 1 — Matriz do planejamento fatorial 2°.

Niveis
Variaveis Unidades

-1 0 +1
Glicose g/L 0 20 40

Soro de leite % viv 10 40 70
Temperatura °C 28 37 46

Producio da bacitracina

A produgio de bacitracina foi realizada em meio proposto por Hendlin (1949), contendo (g.L™):

L-acido glutamico (10g), K,HPO, (0,5g), KH,PO, (0,5g), MgS0,.7H,0O (0,2g), MnSO4.7H,O (0,01g),
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FeS0O,4.7H,0 (0,01g), agua destilada q.s.p. 1000mL. O meio foi modificado através da substitui¢do do
acido glutamico pelo soro de leite e utilizagdo de glicose como fonte adicional de carbono. O pH inicial
foi ajustado para 7,0. De acordo com Farzana et. al. (2004), K,HPO, e KH,PO, sdo empregados como
agentes tampao, MnSO,.7H,0 ¢ MgS04.4H,0 como co-fatores das enzimas e FeSO,.7H,O ¢ utilizado
para auxiliar a a¢do dos ions manganés.

Apo6s preparados, os meios foram autoclavados a 121°C, durante 15 minutos. Os experimentos
foram realizados em Erlenmeyers (capacidade de 500 mL), contendo 250 mL do meio alternativo,
utilizando-se 10% desse volume (25 mL) do pré-in6culo. Os ensaios foram incubados sob agitagdo orbital
de 150rpm, por 96 horas, a temperaturas de 28°C, 37°C e 46°C. Amostras foram coletadas a cada 4 horas,
durante todo o processo de fermentacdo e submetidas a leitura de absorbancia em espectrofotdmetro

(600nm) e o pH foi determinado através de potenciometria.

Determinaciio da atividade antibidtica pelo método de difusiao em disco

A determinagdo da atividade antibiotica foi realizada pelo método de difusdo em disco (MOTTA
e BRANDELLI, 2002). Placas de Petri contendo 10 mL do meio Agar Nutritivo foram semeados por
espalhamento superficial com suspensoes (escala 0,5 de MacFarland) contendo o microrganismo teste M.
flavus (UFPEDA 323). Em seguida foram utilizados discos de papel xarope, previamente esterilizados,
medindo 8 mm de didmetro, embebidos nas amostras contendo liquido metabdlico, coletadas durante o
processo fermentativo. As amostras das respectivas fermentagdes de B. licheniformis foram filtradas em
membranas com poros de 0,22um da marca Millipore e depositados na superficie do Agar. Em seguida,
as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C. O aparecimento de um halo de inibi¢do ao redor dos

discos indica a presenga de atividade antibiotica, sendo o didmetro medido e expresso em milimetros.
Determinacio do consumo de glicose

Para a determinacgdo da concentracdo de glicose, utilizou-se um kit comercial da Labtest, cuja
metodologia baseia-se no método enzimatico-colorimétrico. A leitura foi realizada em espectrofotdometro
a 505nm.

Analises estatisticas

As analises estatisticas da produgdo da bacitracina foram realizadas utilizando o Software

Statistica versdo 9.0 da Stat Soft.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Influéncia da temperatura, do pH e do consumo de glicose no crescimento de B. licheniformis para

producio de bacitracina

O microrganismo utilizado apresentou comportamentos diferentes de acordo com as variaveis
utilizadas durante o processo. Em todas as temperaturas, foi observada a producao de bacitracina, sendo o
melhor resultado observado nos ensaios do ponto central. A matriz do planejamento decodificada e os

resultados da variavel resposta didmetro do halo de inibi¢do sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Matriz decodificada dos ensaios realizados e variavel resposta do planejamento fatorial 2° para
producdo de bacitracina por B. licheniformis.

Variaveis independentes VARIAVEL RESPOSTA
Ensaios Glicose Soro de leite Temperatura Didmetro d 0 halo de inibi¢ao
apos 72h (mm)
1 -1 -1 -1 11
2 +1 -1 -1 14
3 -1 +1 -1 0
4 +1 +1 -1 0
5 -1 -1 +1 0
6 +1 -1 +1 19
7 -1 +1 +1 12
8 +1 +1 +1 0
9 0 0 0 27
10 0 0 0 23
11 0 0 0 27
12 0 0 0 21

Nos ensaios em que houve melhor produgdo, esta teve inicio apos 24h do crescimento
microbiano, tendo sido obtida a melhor atividade antibiotica apés 72h, a 37°C, em pH 6,48. Com o
aumento do periodo de fermentagdo, a produgdo da bacitracina foi reduzida, o que pode ser atribuido a
inibicdo da enzima “bacitracina sintetase” como mecanismo de feedback (FARZANA et. al., 2005). A
avaliacdo do consumo de glicose nos melhores ensaios indicou que o maior consumo ocorreu durante as
primeiras 32h do processo fermentativo, periodo em que ocorrem a fase exponencial e inicio da fase
estacionaria do crescimento. O crescimento de B. licheniformis, a variagdo de pH e o consumo de glicose

podem ser observados na figura 1.
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Figura 1 — Curva de crescimento celular, variagdo do pH e consumo de glicose no decorrer do
processo fermentativo em ensaio com maior producgdo de bacitracina por B. licheniformis.

Observou-se que a maxima producdo da bacitracina ocorreu na fase estacionaria do crescimento,
fase em que sdo produzidos os metabodlitos secundarios, dentre ele os antimicrobianos peptidicos
(KHALIL et. al., 2009). A produgdo do antimicrobiano ndo foi observada durante a fase exponencial, o
que confirma que os microrganismos crescem rapidamente quando os nutrientes sdo abundantes, mas a
producdo de antibioticos geralmente ocorre apds ter cessado o crescimento (CARVALHO et. al., 2010).

Quanto ao melhor tempo de produgdo, os resultados obtidos corroboram com Kaleem, Igbal e
Jamil (2000) que, produzindo agentes antimicrobianos por B. subtilis utilizando melago como substrato,
obtiveram maxima eficiéncia ap6s 72h de crescimento, tendo sido adicionado ao meio uma tripla
combinacdo dos sais MgS0O,4.7H,0, CuSO4.7H,0 e KH,PO,. De forma semelhante, Hasan et. al. (2009)
ao otimizarem a producdo de antibidticos por B. pumilus imobilizado em gel de poliacrilamida,
observaram maior halo de inibi¢ao apds 72h de incubagao.

Usualmente, a bacitracina é produzida comercialmente a 37°C e a temperatura ¢ um fator
importante na produgdo dos antibidticos por interferir no crescimento e na velocidade dos processos
enzimaticos dos microrganismos (HADDAR et. al. 2007). Awais et. al. (2007) obtiveram bacitracina de
B. subtilis a 30°C, usando meio sintético, acrescido de glicose na concentragdo de 50g/L, apds 24h de
crescimento. Olivera, Caron e Brandelli (2004), analisando a produgdo de bacteriocina por B.
licheniformis em soro de leite na concentragdo de 70g/L, obtiveram uma melhor produgdo em
temperaturas entre 26°C e 37°C.

Em relacdo ao pH do meio, em fungdo do tempo de fermentagdo, foi observada uma varia¢do de
acordo com a temperatura empregada. Na maior produgdo de bacitracina, o pH observado foi de 6,48. De
acordo com Burgess, Lindsay e Flint (2010), B. licheniformis cresce em pH variando de 5,5 a 8,5. Farzana

et. al. (2004), utilizando 6leo de sementes de oleaginosas como substrato, para a produg@o de bacitracina
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por B. licheniformis em fermentador agitado, obtiveram atividade antibiotica apds 30h de incubagdo, com
pH 7,6. Ainda segundo Farzana et. al. (2004), os valores de pH sd3o elevados devido a liberacdo de
compostos de amonio, podendo ocorrer a diminuigdo do pH no inicio da fermentagdo devido a producao
de 4cidos orgéanicos.

A glicose ¢ usualmente uma excelente fonte de carbono para o crescimento bacteriano,
interferindo na sintese de muitos metaboélitos secundarios, dentre eles a bacitracina. Em alguns
microrganismos, foi relatado um efeito inibitdério da glicose com a redugdo do pH (AWAIS et. al., 2008;
TABBENE et. al., 2009). O maior consumo de glicose por B. licheniformis para produgdo de bacitracina
ocorreu apos 32h de crescimento. Em estudo realizado por Liu et. al. (2011), buscando uma produgao
eficiente de acetoina, aromatizante produzido por B. licheniformis, utilizando 100g/L de glicose, foi
observado que a concentragao de glicose cai rapidamente depois de 8h e chega a zero apos 36h.

Entretanto, polissacarideos ou oligossacarideos, como a lactose, sdo frequentemente considerados
como melhores fontes de carbono para a produgdo de antibioticos. Isso pode ser devido a rapida utilizagdo
da glicose para sintese de material genético ¢ a lactose, sendo consumida mais lentamente, estaria
disponivel para a sintese dos antimicrobianos (TABBENE et. al., 2009). De acordo com DONG et. al.
(2010), B. licheniformis cultivado em meio composto por ervas chinesas adicionado a diferentes fontes de
carbono, observa que a bactéria tem a capacidade de degradar tanto glicose como lactose. A deteccdo da
producdo do antibidtico nos ensaios 1 ¢ 7 (Tabela 3), sem adi¢do de glicose, indica que o microrganismo
estudado possui potencial para degradacdo de lactose.

A produgdo de moléculas bioativas, dentre elas os antibioticos, ¢ uma das areas de aplicacdo
farmacologicas mais exploradas da biotecnologia. Diferentes constituintes presentes nos meios de cultura,
como fontes de carbono, nitrogénio e sais, além de pH, temperatura ¢ estado fisico do meio, podem
influenciar a producdo dessas moléculas. Geralmente, a produgdo de metabolitos secundarios é observada
em meios ricos, capazes de manter um rapido crescimento, e onde os nutrientes provavelmente reprimem
a formagdo das enzimas inibidoras da sintese desses metabdlitos (AZEVEDO, PIMENTA ¢ VIEIRA,
2004; TABBENE et. al., 2009).

Deteccio da producao de bacitracina

A partir da realizag@o dos testes de difusdo em disco, foi observada a inibi¢do do crescimento de
M. flavus, utilizado como microrganismo-teste. A produgdo do antibiotico foi observada a partir de 24h
apds o inicio do crescimento bacteriano, sendo a maxima producdo obtida apds 72h, nas diferentes
temperaturas: 14mm (28°C), 19mm (46°C) ¢ 27mm (37°C), conforme a figura 2. Resultado semelhante
foi obtido por Jamil et. al. (2007), ao isolarem B. subtilis do solo para avaliar o potencial de produgéo de
antibioticos peptidicos por esses microrganismos, alcangou a melhor atividade contra M. luteus a 37°C,

tendo obtido também resultados a 30°C e a 50°C.
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Figura 2 - Influéncia da temperatura na produgdo de bacitracina por B.
licheniformis.

Nos ensaios realizados nos niveis intermediarios do planejamento fatorial, foi obtida a melhor
producido, na qual foram observados halos de 17mm, 27mm ¢ 20mm de didmetro, apos 60h, 72h e 84h,

respectivamente, conforme ilustrado na figura 3.

Figura 3 - Zonas de inibi¢do obtidas na fermentagdo realizada a 37 °C, apods
60h(A), 72h(B) e 84h(C).

KUTA, NIMZING ¢ ORKAA (2009), ao realizarem triagem de Bacillus sp. coletados do solo
com potencial para produgdo de antibioticos, observaram que B. licheniformis apresentou efeito inibitorio
contra Klebsiella sp. (26mm), Salmonella typhi (16mm), Streptococcus pyogenes (11lmm) e

Staphylococcus aureus (Smm). Estudo de espécies de B. licheniformis, isolados de amostras de solo,
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realizado por Al-Janabi (2006), investigou sua habilidade para produgdo de bacitracina. A atividade
antibacteriana foi observada pela medida do halo de inibigdo, contra espécies de S. aureus (20 mm),
Streptococcus beta-hemoliticos (21 mm), Streptococcus nao-hemoliticos (21 mm), Bacillus cereus (22

mm) e Escherichia coli, na qual ndo houve formacao de halo.

Efeitos das concentracdes de glicose e de soro de leite sobre a producio de bacitracina

Pode-se verificar que os ensaios fermentativos 3, 4 ¢ 8 ndo apresentaram atividade antimicrobiana
e ambos possuem como caracteristica comum a concentragdo de soro de leite 70%. A analise do diagrama
de Pareto, ilustrado na figura 4, confirma que o soro de leite teve um efeito significativo na produgdo do
antibidtico, sendo este efeito negativo, significando que o maior nivel desta variavel foi prejudicial a
producdo do antibiotico. A analise estatistica permite também observar que a glicose e o soro de leite,
quando combinados em concentragdes elevadas, produziram um efeito negativo sobre o aumento do halo
de inibicéo.

Tal observacao leva a concluir que, a mudanga dos fatores temperatura e concentragdes de glicose
e de soro de leite do nivel inferior para o superior ndo favoreceram a producdo da bacitracina, o que
confirma que a melhor produgdo do antibidtico foi observada quando utilizadas as condigdes do ponto

central: temperatura de 37°C, glicose e soro de leite nas concentragdes de 20g/L e 40% v/v,

respectivamente.

1by2

//‘// %-4.00594

172°3 ///-3.29983
%

WIN

(2)Soro de leite

2by3 / %2,121 32
(1)Glicose / 1,178511
(3)Temperatura , 7071068
1by3 4714045

p=,05

Figura 4 - Diagrama de Pareto para a resposta atividade antibidtica, apds 72h
de incubagdo.

Os resultados levaram a concluir que altas concentragdes de soro de leite juntamente com
elevados niveis de glicose ndo favoreceram a producgdo de bacitracina. Tais resultados estdo de acordo
com Haddar et. al. (2007), que obteve produgdo eficiente de bacitracina quando B. licheniformis foi
cultivado em meio composto por menores concentracdes das fontes de carbono e de nitrogénio utilizadas

(glicerol e acido glutdmico, respectivamente). Da mesma forma que Tabbene et. al. (2009), buscando a
56



Alencar, A. A. Produgdo de bacitracina por Bacillus licheniformis UCP1010 utilizando meio alternativo a

base de soro de leite

otimizacdo da composi¢do de meio para produgdo de antimicrobianos por B. subtilis, alcangaram
atividade maxima utilizando baixas concentra¢cdes combinadas de lactose como fonte de carbono e de
succinato de amonia, fonte de nitrogénio.

Nascimento et. al. (2007) e Dias et. al. (2008) utilizaram soro de leite como meio de cultura para
producdo de proteases por Bacillus sp, concluindo que esse substrato ¢ também uma alternativa para a
producdo de enzimas proteoliticas. O soro de leite apresentou ainda potencial para produgdo de goma
xantana pela bactéria Xanthomonas campestris (NERY et. al., 2008), indicando que esse residuo vem

sendo estudado como alternativa promissora em bioprocessos.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar o potencial biotecnologico de Bacillus licheniformis (UCP1010)
para producdo de bacitracina utilizando soro de leite como substrato. Para a produgdo do antibiético, foi
utilizado o meio de produgdo padrio, substituindo o acido glutdmico pelo soro de leite, tendo glicose
como fonte adicional de carbono. A influéncia das variaveis temperatura, concentragdes de glicose e de
soro de leite foi avaliada através de um planejamento fatorial 2°. A produgéo foi detectada através do teste
de difusdo em disco, utilizando Micrococcus flavus como microrganismo-teste. De acordo com os
resultados obtidos, a melhor produgdo ocorreu a 37°C, em pH alcalino, apds 72h de crescimento, com
halos de 27mm de didmetro, indicando que os ensaios realizados nas condigdes do ponto central
apresentaram melhor potencial para producdo de bacitracina. Assim, as concentragdes de soro de leite
40% (v/v) e de glicose 20g/L mostraram-se mais eficientes para a producdo do antibidtico.

Palavras-chave: antibidticos, glicose, rejeitos industriais.
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CONCLUSOES GERAIS

A maior producgao de bacitracina foi observada quando as variaveis do planejamento
fatorial foram utilizadas em seus niveis intermediarios: 37°C, 20g/L de glicose e 40%

(v/v) de soro de leite.

A maior producao do antibiético ocorreu apos 72 horas de crescimento, em pH 6,48.

Todas as temperaturas favoreceram a producdo do antibidtico, destacando a

temperatura de 37°C, na qual foram obtidos os melhores resultados.

O soro de leite, quando utilizando em altas concentracdes, influenciou

negativamente a produg¢ao da bacitracina.

A producao do antibiético nos meios sem a presenga de glicose indica que B.
licheniformis (UCP1010) possui potencial para utilizacédo de lactose como fonte de

carbono.
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