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RESUMO

Os géneros Bacillus e Lysinibacillus compreendem um grupo de bactérias
Gram-positivas, formadoras de enddsporos, considerados bons produtores de
substancias antimicrobianas, dentre os quais temos antibiéticos peptideos e
lipopeptideos, e bacteriocinas. O presente estudo teve por objetivo fazer uma
selecdo de cepas de Bacillus e Lysinibacillus produtoras de esterases e
substancias biocidas. Nove cepas do género Bacillus e Lysinibacillus foram
colocadas a prova em trés teses: producdo esterasica em pH 5,0 e 7,0;
hemolitica e antagonismo frente a cepas patogénicas. Dos nove isolados de
Bacillus e Lysinibacillus, oito foram capazes de produzir esterase e quatro
apresentaram atividade hemolitica completa. Bacillus coagulans LFBM 01 foi a
Unica espécie a apresentar hemolise parcial e atividade antagdnica frente a todas
cepas patogénicas. Quatro cepas de Bacillus e Lysinibacillus foram capazes de
apresentar atividade antagbnica contra microrganismos patogénicos e multi
droga resistentes. Bacillus pumillus CCGB 0203 foi a Unica cepa a nao
apresentar nenhuma atividade nos trés testes realizados no presente estudo.
N&o foi observado correlacdo entre os resultados dos testes de hemolise e
atividade antimicrobiana. Esses resultados podem servir de base para futuros
estudos que visem otimizar tempo e recursos na producdo de enzimas e
biossurfactantes. Além de contribuir na pesquisa de novos compostos biocidas

contra bactérias multiresistentes.

Palavras-chave: antagonismo; biossurfactante; bacteriocina; hemdlise; enzima.



ABSTRACT

The Bacillus and Lysinibacillus genera comprise a group of Gram-positive,
endospore-forming bacteria that are considered good producers of antimicrobial
substances, including peptide and lipopeptide antibiotics and bacteriocins. The
aim of this study was to select Bacillus and Lysinibacillus strains that produce
esterases and biocidal substances. Nine strains of the genus Bacillus and
Lysinibacillus were put to the test in three tests: esterase production at pH 5.0
and 7.0; hemolytic and antagonism towards pathogenic strains. Of the nine
Bacillus and Lysinibacillus isolates, eight were able to produce esterase and four
showed complete hemolytic activity. Bacillus coagulans LFBM 01 was the only
species to show partial hemolysis and antagonistic activity against all pathogenic
strains. Four strains of Bacillus and Lysinibacillus were able to show antagonistic
activity against pathogenic and multi-drug resistant microorganisms. Bacillus
pumillus CCGB 0203 was the only strain not to show any activity in the three tests
carried out in this study. No correlation was observed between the results of the
hemolysis tests and antimicrobial activity. These results can serve as a basis for
future studies aimed at optimizing time and resources in the production of
enzymes and biosurfactants. In addition to contributing to the search for new

biocidal compounds against multi-resistant bacteria.

Keywords: antagonism; biosurfactant; bacteriocin; hemolysis; enzyme.
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1. INTRODUCAO

O género Bacillus compreende um grupo heterogéneo de bactérias Gram-
positivas, aerébicas ou anaerdbicas facultativas e formadoras de enddsporos que séo
caracterizadas por sua morfologia em formato de bastonete e producéo de catalase,
podendo ser encontradas nos mais diversos ambientes (Borriss, 2020). A capacidade
de produzir peptideos antimicrobianos é amplamente distribuida entre bactérias
Gram-positivas (Abriouel et al., 2011) e o género Bacillus € considerado excelente na
producdo de substancias antimicrobianas, as quais antibidticos polipeptideos e
lipopeptideos, e bacteriocinas se destacam (Stein et al., 2005; Perez, 2014).

Geralmente, a descoberta de antibidticos com atividade contra patdogenos
humanos € realizada a partir da observacdo da interacdo entre microrganismos;
interacdo essa que recebe 0 nome de antagonismo. Esse antagonismo acontece uma
vez que, substancias sintetizadas e liberadas inibem o crescimento de outras espécies
(Shleeva et al., 2023). Nesta perspectiva, temos o género Bacillus se destacando
como um potencial produtor tanto de enzimas como de outras substancias biocidas.
Ademais, o género Lysinibacillus também se destaca como sendo um potencial
produtor de lipopeptideos (Almeida et al., 2020), uma vez que a principal caracteristica
gue distingue os dois géneros € a presenca de L-lisina como terceiro aminoaciodo do
tetrapeptideo ligado ao peptideoglicano (Orem, 2019). Outros bioprodutos
biossintetizados por Bacillus e géneros correlatos sdo enzimas.

As esterases sdo enzimas pertencentes ao grupo das hidrolases, sendo
responsdaveis por catalisar a hidrélise de compostos constituidos de ligagdo éster em
alcool e acido a partir de uma reacdo quimica (Bhardwaj et al., 2020; Shabbir et al.,
2022). Essas enzimas podem ser produzidas por microrganismos, plantas e animais.
As esterases de origem microbiana apresentam um maior interesse industrial, visto
gue possuem diferentes propriedades bioquimicas, como maior especificidade sob
diferentes substratos, hidréolise de ésteres e outras reacdes com alta eficiéncia
catalitica, favorecendo suas aplicaces na industria alimenticia, farmacéutica e
cosmeética (Lopez-Lopez et al., 2014; Gidiukaite et al., 2017; Meneses, 2020).

Somado a isso, a resisténcia aos antibioticos € um problema de saude global
crescente, impulsionado por varios fatores sociais e econémicos (Silver, 2011;
Organizacdo Mundial da Saude, 2014). Sabe-se que existem pesquisas que visam
saber do potencial das esterases no combate de microrganismos resistentes (Larsen

& Johnson, 2018), uma vez que podem superar a dificuldade existente em atravessar
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a parede celular bacteriana e assim atingir efetivamente 0s microrganismos
resistentes (Hoagland et al., 2016; Herrmann et al, 2017; Mori et al., 2017; Singh &
Mizrahi, 2017; Benedetto Tiz et al., 2018).

Ainda sob o viés da problematica dos microrganismos patogénicos e
resistentes, a disseminacéo de cepas bacterianas que causam doencas infecciosas
graves e resistentes a antimicrobianos conhecidos gera um quadro cada vez maior de
preocupacao, exigindo a busca por um desenvolvimento de novas abordagens
(Lerminiaux & Cameron, 2019). A previsdo para a disseminacédo da resisténcia a
antibiéticos sugerem que as infeccBes multi resistentes se tornardo cada vez mais
comum dentre os proximos 50 anos (Alanis, 2005; Organiza¢cdo Mundial da Saude,
2014); e é neste cenario que aparecem como um objeto de extensas pesquisas as
substancias biocidas. Biocida € o nome genérico dado para substancias utilizadas
para combater pragas em geral, como virus, fungos, bactérias ou insetos (UFF,
acesso: 2023).

Diante do exposto, o presente trabalho foi voltado a pesquisa destas moléculas
biossintetizadas por espécies de Bacillus. Assim, esse trabalho teve por objetivo fazer
uma selecdo de cepas de Bacillus e Lysinibacillus produtoras de esterases e
substancias biocidas, a fim de servir de base para trabalhos futuros, além de analisar
a atividade que esta enzima e substancias, produzidas sob diferentes aspectos, sédo

capazes de desempenhar frente a microrganismos patogénicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Selecionar espécies de Bacillus e Lysinibacillus produtoras de esterases e

substancias biocidas frente a microrganismos multi-drogas resistente.

2.2. Objetivos Especificos

- Selecionar espécies de Bacillus e Lysinibacillus produtoras de esterases em pH 5,0
e pH 7,0.

- Avaliar a producéo de esterases em cultura e nos seus respectivos extratos livres de
células.

- Selecionar espécies de Bacillus e Lysinibacillus produtoras de biossurfactantes.

- Avaliar a atividade antagonista de cepas de Bacillus e Lysinibacillus frente a

microrganismos patdgenicos e multri-droga resistente.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Género Bacillus

3.1.1. Aspectos Gerais

Pertencente a familia Bacillaceae (Fischer, 1895; Skerman et al, 1980), o
género Bacillus foi reportado pela primeira vez em 1872 por Cohn, como a espécie
B.subtilis, apds este ter sido descrito pela primeira vez em 1835 como “Vibrio subtilis”
por Ehrenberg (Ehrenberg, 1835; Gordon, 1981; Villarreal-Delgado et al. 2018;
Borriss, 2020). Englobando bactérias saprébicas, aerdbicas e ou anaerdbios
facultativos, esporuladas e em forma de bastonete Gram-positivos (Baron, 1996), o
género Bacillus esta classificado no Reino Bacteria, Filo Firmicutes, Classe Bacilli e
Ordem Bacillalles (Maughan & van der Auwera, 2011; Villarreal-Delgado, 2018).
Contendo um numero cada vez maior de integrantes, o que soma cerca de 268
espécies e 7 subespécies (Silva et al., 2021), é considerado o0 género mais importante
e diverso dos bacilos aerdbicos formadores de endésporo (Slepecky & Hemphill, 2006;
Borriss, 2020).

Os endodsporos foram descritos primeiramente por Cohn, em B. subtilis, e
novamente por Koch em Bacillus anthracis, um patégeno obrigatério de vertebrados,
e configuram estruturas altamente refrateis que estao presentes no interior das células
bacterianas, podendo ter uma forma redonda, oval ou cilindrica (Baron, 1996;
Slepecky & Hemphill, 2006). A presenca destes endOsporos permite ao género
Bacillus, e géneros correlatos, uma impressionante capacidade de disseminacédo e
prevaléncia nos ecossistemas (Villarreal-Delgado et al., 2021), fazendo com que
sejam onipresentes nos habitats terrestres (Talaro et al., 1996; Villarreal-Delgado et
al., 2018; Soltani et al. 2019). Sdo microrganismos ubiquitarios, estdo presentes no
solo — principal reservatério, dada a quantidade de espécies saprébicas (McSpadden,
2004; Villarreal-Delgado et al., 2021), em usinas de compostagem (Yang et al, 2013)
e também em ambientes aquaticos (Ichimatsu et al. 2000; Motta et al., 2004; Soltani
et al., 2019).

Este grupo de bactérias acaba sendo conhecido por sua versatilidade em
degradar macromoléculas complexas e por ser uma fonte de substancias biocidas,
como antibiéticos, surfactantes e bacteriocinas (Talaro et al., 1996; Stein, 2005;

Abriouel et al., 2011; Soltani et al., 2019), além de ter a capacidade de biossintetizar
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inUmeras enzimas, como celulase, protease e lipase (Ray et al., 2012; Ghosh et al.,
2018; Soltani et al., 2019).

Dentre todas as suas caracteristicas morfologicas e fisiologicas € notorio que a
sua capacidade de esporulagcdo, producdo de enzimas e de substancias
antimicrobianas permitem aos Bacillus colonizar diferentes ambientes e, além disso,
serem utilizados como probiéticos (Moriarty, 1998; Hong et al., 2005; Soltani et al.,
2019). Os esporos de Geobacillus stearothermophillus e Bacillus subtilis subsp.
Globigii, espécies termdfilas (resistentes ao calor e a radiacao, respectivamente), sao
utilizadas em procedimentos de esterilizagdo por calor e fumigagéo (Baron, 1996).
Outras espécies de Bacillus sdo importantes na participacdo de processos como
degradacdo natural ou artificial de produtos residuais e biossintese de compostos

bioativos com propriedades inseticidas (Baron, 1996).

3.1.2. Metabolismo, caracteristicas bioguimicas e morfoldégicas

As espécies do género Bacillus sdo morfologicamente definidas como
bastonetes - com algumas variacfes espécie-especificas, variando entre 0,4 a 1,8um
de didametro e 0,9 a 10um de comprimento, e pela coloracdo de Gram, apresentam-
se como Gram-positivas (Figura 2), além de serem catalase-positivas, aerdbias ou
anaerobicas facultativas e formadoras de esporos (Soltani et al., 2019; Borriss, 2020).
Seu melhor nivel de crescimento se da em pH neutro, podendo apresentar amplo
intervalo de temperatura ainda que a grande maioria das espécies sejam mesofilas
(Tejera-Hernadndez et al., 2011; Villarreal-Delgado et al., 2021). A maioria das
espécies do género cresce em meios ordinarios, como o agar nutriente (Borriss,
2020).

Seu ciclo de vida pode ser dividido entre as fases de crescimento vegetativo e
esporulado (Tejera-Hernandez et al., 2011). Durante o estado vegetativo, ocorre um
crescimento exponencial enquanto h& condi¢cdes favoraveis; uma vez que 0s
nutrientes se esgotam, ocorre a esporulacdo (Figura 1), onde a célula original sofre
uma transformacéo e o endosporo € liberado (Tortora et al., 2000; Tejera-Hernandez
et al., 2011). Uma vez que o enddsporo encontre as condicdes adequadas, atraves
de efeitos fisicos ou quimicos, ele retorna ao seu estado vegetativo através do
processo de germinacgao (Tortora et al., 2000).
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Figura 1. Ciclo celular de bactérias da ordem Bacillales formadoras de enddsporos.
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Fonte: Araujo, 2020.

Na fase de crescimento exponencial, as células podem formar cadeias de
comprimentos diferentes; enquanto ao final desta fase, frequentemente, sao formados
esporos (Carvalho, 2005; Dworkin & Losick, 2005, Oliveira, 2006; Boriss, 2020). Com
base na morfologia dos seus enddsporos, o género Bacillus pode ser classificado em
trés grupos (Smith et al., 1952; Borriss, 2020), sendo eles: enddsporos elipsoidais ou
esféricos, de posicdo principalmente central ou as vezes terminal; endosporos
elipsoidais ou esféricos, as vezes cilindricos, posi¢do central ao terminal, e esporos
redondos ou arredondados, posicdo terminal ou subterminal. Nessa ultima
classificagdo encontra-se Lysinibacillus shapericus (Borriss, 2020), anteriormente
classificado como pertencente ao género Bacillus.

Na bactérias Gram positivas esporuladas, principalmente nos géneros Bacillus
e Lysinibacillus, sdo encontradas no citoplasma inclusdes lipidicas, reserva desses
compostos, que sado reveladas pela coloragdo com negro de Sudao B (Tortora et al.,
2000). Essas bactérias apresentam, ainda uma grande versatilidade metabdlica, tais
como solubilizagao de fosfato, sendo um dos géneros mais estudados com relagéo a
esta capacidade, com destaque para B.megaterium e B.subtilis (Tejera-Hernandez et

al., 2011). Também existe amplo estudo com relacdo a sua capacidade de transportar
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e realizar processos de fixacdo de nitrogénio (Tejera-Hernandez et al., 2011). Com
relagdo a via das pentoses-fosfato, B. subtilis se destaca como sendo uma das
espécies que utilizam essa via na producao de ATP (Tortora et al., 2000). Na
respiracao anaerdébica, os Bacillus podem utilizar o ion nitrato (NO3) como um receptor
final de elétrons, uma vez que este ion é reduzido a um ion nitrito (NO3), Oxido
nitroso ou nitrogénio gasoso (N,0) (Tortora et al., 2000). Somado a isso, do ponto de
vista bioquimico, métodos tradicionais de caracterizacdo do género foram descritos,
tais como: Voges e Proskauer para avaliar a producao de acetil metil carbinol durante
a glicdlise, Reducao de nitrato a nitritos e formacao de indol a partir do triptofano
(Gordon et al., 1973; Claus & Berkeley, 1986, Borris, 2020).

Figura 2. Coloracdo de Gram de Bacillus thuringiensis visualizada por microscopia éptica (1000X). E
possivel observar seu aspecto morfolégico de bastonete.

Fonte: A autora (2023)
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3.2. Esterases

3.2.1. Aspectos Gerais

As enzimas sdo moléculas essenciais aos organismos, responsaveis por
comandar centenas de milhares de reacbes nos sistemas vivos (Rao et al., 2013;
Nelson & Cox, 2013). Por regular multiplos processos de reacdo em ambientes
complexos, tanto quimicos quanto bioldgicos, diversas pesquisas foram realizadas
para entender como essas moléculas funcionam, a fim de aplicar-las
biotecnologicamente (Rao et al., 2013). Usualmente as enzimas sdo nomeadas de
acordo com a reagao as quais elas realizam (Sayali et al., 2013).

Definidas como enzimas que hidrolisam ésteres solUveis de acidos graxos de
cadeia curta em substratos soltveis em agua (Liu et al., 2004; Broome et al., 2011)
(Figura 3). As esterases podem catalisar trés tipos de reagdes, sendo elas reac¢des de
esterificacdo, interesterificacdo e transesterificacdo (Sayali et al., 2013). A primeira
gera como produto um éster e agua, sendo conhecida como esterificacdo de Fischer,
forma classica para obtencéo de ésteres (Tanaka, acesso: 2023). A transesterificacao
€ reconhecida como o processo de obtencéo de um novo éster a partir de um éster e
um alcool ou um éster e um &cido, reacdo que vem despertando bastante interesse,
visto que o éster gerado possui propriedades similares as do diesel de petréleo (Leite

& Braga, acesso: 2023)

Figura 3. Reacéo de esterificacdo de Fischer
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As esterases nao necessitam de cofatores, o que faz delas biocatalizadores de
interesse, além de estarem presente entre as duas maiores classes de hidrolases
(Sayali et al., 2013).

Sendo reconhecido como um dos subgrupos de enzimas a, B-hidrolase (B-fita
envolvida entre duas camadas de a-hélice), possuem sua atividade baseada na triade
catalitica (unido de trés aminoacidos coordenados encontrados no sitio ativo), que
consiste em um nucleéfilo composto por serina, cisteina e aspartato - com o
aminoacido serina sendo incorporado na sequéncia Glicina-x-Ser-x-Glicina; uma
histidina, &cido e dois ou trés aminoacidos (Figura 4) (Ollis et al., 1992; Bornscheuer,
2002; Satoh & Hosokawa, 2006; Choi et al., 2016; Lee, 2016; Bauer et al, 2019;
Meneses, 2020; Hetrick & Raines, 2022).

Figura 4. Representacdo esquematica da dobra a, B-hidrolase.
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Fonte: Lord et al., (2013).

As esterases sdo encontradas em animais, plantas e microrganismos,
alimentando a hipdtese de que esta familia de enzimas provavelmente evoluiu no
intuito de desintoxicar compostos xenobioticos (Hetrick & Raines, 2022). Geralmente,
séo classificadas como carboxilesterases, colinesterases e arilesterases, Yaqoob et
al., 2022; Shital et al., 2023). Ademais, quando atuante em substrato hidrossolavel, é
significativamente ativa e estavel em pH 6 (Lai et al., 2019 ; Sharma et al., 2017;

Famiglietti et al., 2023), além de serem biodegradaveis (LOpez-lglesias & Gotor-
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Ferndndez, 2015; Littlechild, 2015; Famiglietti et al., 2023). Além disso, algumas
esterases apresentam tolerancia a altas temperaturas, resisténcia a condi¢des
extremas de pH, salinidade e a presenca de solventes organicos (Castilla et al., 2017).
Estas caracteristicas, quando combinadas, trazem vantagem aos processos
industriais a depender da reacao catalitica a que sera aplicada (Zarafeta et al., 2016).

Do ponto de vista bioquimico, as esterases sdo responsaveis pela ativacdo de
pré-farmacos - versao inativa de um farmaco administrado a um paciente e ativada
extra ou intracelularmente por processo enzimatico ou quimico visando expor o
farmaco ativo (Clas et al, 2014), e pela desintoxicacdo de muitos farmacos através da
hidrélise dos compostos que apresentem ligagBes éster, tioéster e amina em suas
estruturas (Shabbir et al., 2022). Atualmente, considera-se que as esterases estao
presentes no metabolismo de cerca de 10% dos medicamentos comercializados
(Fukami, 2015; Shabbir et al., 2022).

E vélido destacar, ainda, que as esterases passaram a adquirir maior
importancia devido as suas fun¢des farmacoldgicas e toxicoldgicas (Shabbir et al.,
2022), e que também se fazem presente nas aplicaces em sinteses organicas de
escala laboratorial e processamento em escala industrial de gorduras e 0leos a fim de
permitir sinteses quirais de ingredientes farmacéuticos ativos (Panda & Gowrishankar,
2005; Hetrick & Raines, 2022). Contudo mais estudos precisam ser realizados a fim
de se entender por completo a importancia dessas enzimas (Fukami & Yokoi, 2012;
Fukami, 2015 ; Shabbir et al., 2022).

3.2.2. Producéo de Esterases por Bacillus

As esterases podem ser encontradas e obtidas a partir de diferentes fontes, tais
como animais, microrganismos e plantas (Sharma et al., 2017; Famiglietti et al., 2023)
e a partir da fonte de isolamento destas moléculas, sdo encontradas e descritas
diferentes funcdes e aplicacdes para elas (Rao et al., 2013; Famiglietti et al., 2023).

Uma vez que microrganismos sdo capazes de viver nos mais diversos
ambientes naturais, desde locais umidos, salgados e alcalinos até leitos marinhos
profundos e frios ou ambientes de alta temperatura, quando estas moléculas sao
provenientes destes microrganismos, sao capazes de possuir propriedades funcionais
variadas em funcéo da diversidade encontrada na sua fonte de extracéo (Rao et al.,
2013; Famiglietti et al., 2023). Hoje, sabe-se que microrganismos produtores de

esterases sao capazes de se espalhar em substancias ou superficies oleosas (Lai et
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al., 2019; Famiglietti et al., 2023), onde Bacillus pumilus e Bacillus subtilis s&o
exemplos de espécies produtoras de esterases (Kaiser et al., 2006; Bao et al.,2012;
Sharma et al., 2016; Famiglietti et al., 2023).

O isolamento dessas enzimas a partir de Bacillus e géneros proximos vem
sendo exploradas em diversos setores industriais (Famiglietti et al., 2023). Algumas
espécies apresentam uma producdo de esterases bem definidas como Bacillus
pumilus com acetil xilana esterase (Degrassi et al., 1998), B.subtilis com acetilesterase
(Higerd & Spizizen, 1973) e B. subtilis NRRL 365 com carboxila esterase | e Il (Meghji
et al., 1990).

As esterases possuem uma gama de aplicagdes industriais como em alimentos,
detergentes, produtos quimicos, farmacéuticos, cosméticos e biodiesel (Liaw et al.,
2010; Bhardwaj et al., 2020). Além disso, atualmente existe uma grande demanda
pela obtencdo de novas esterases a partir de microrganismos dada a capacidade

destes organismos em colonizar diferentes ambientes (Bhardwaj et al., 2020).

3.2.3. Aplicagdes Biotecnologicas

O valor de mercado global das enzimas obtidas via biotecnologia alcancou a
marca dos 5 bilhdes de dolares em 2016, e as lipases e esterases contabilizaram
aproximadamente 10% das enzimas industriais, perdendo o pdédio apenas para
carboidrases e proteases, respectivamente (Singh et al., 2016; Guerrand, 2017; Lai et
al., 2018).

O avanco do mercado de biocatalisadores acaba sendo impulsionado pela
capacidade das enzimas de catalisar reagcbes com uma eficiéncia maior e mais
estavel, além do fator ecologicamente correto quando comparado com 0S processos
guimicos convencionais, fazendo-as moléculas atraentes e versateis do ponto de vista
industrial (Choi and Lee, 2001; Bornscheuer, 2002; Hasan et al., 2006; de Godoy
Daiha et al., 2015; Singh et al., 2016; Lai et al., 2018). Deste modo, as esterases tém
muitas aplicacfes nas industrias alimenticia, farmacéutica e petroquimica (Lai et al.,
2018). Muitos dos emulsificantes e aromatizantes utilizados na industria farmacéutica
e cosmeética sdo estéres de acidos graxos a base de glicerol que, na industria
alimenticia, ajudam a melhorar a atividade de superficie para gerar a estabilizacédo
adequada dos alimentos processados; enquanto na industria de cosméticos, melhora
a consisténcia de cremes e locbes (Lai et al.,, 2018). Alguns aromatizantes e

compostos aromaticos sao ésteres alifaticos de cadeia curta — aditivos que séo
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utilizados em alimentos, cosméticos e medicamentos importantes - encontrados em
baixa quantidade na natureza (Su et al., 2016).

Com relacado a industria farmacéutica, uma das propriedades das esterases é
a sua capacidade de diferenciar entre enantidmeros de moléculas quirais, tornando-
se biocatalisadores de grande interesse (Bornscheuer, 2002, Lai et al., 2018), além
da ativacdo de pré-farmacos, uma vez que uma de suas estratégias de
desenvolvimento é mascarar as funcionalidades polares, como &lcoois ou acidos
carboxilicos, transformando-os em ésteres e, assim, melhorando a permeabilidade
celular (Testa, 2009; Hamada, 2017; Larsen & Johnson, 2018). Ademais, é possivel
destacar, ainda, a utilizacdo de ésteres na producdo de perfumes e degradacdo de
materiais sintéticos (Panda & Gowrishankar, 2005).

Em contrapartida, vale destacar que o alto custo para obtencdo dessas
enzimas, junto com uma baixa estabilidade operacional, segue sendo um fator
importante que limita suas aplicagdes na industria de forma generalizada (Lai et al.,
2018).

3.3. Substéancias Biocidas

Biocida € o nome dado para substancias ativas utilizadas para combater,
neutralizar, exterminar ou prevenir a acao de microrganismos vivos (Polyorganic,
acesso: 2023). Muitas das substancias biocidas biossintetizadas por microrganismos
esporulados sao detectadas na fase estacionaria onde a esporulacéo é acentuada.

A esporulagdo, mecanismo de sobrevivéncia, € uma das caracteristicas do
género Bacillus. A exaustao de nutrientes leva a inducao de quimiotaxia e motilidade,
sintese de enzimas catabdlicas, desenvolvimento de competéncia genética e
producdo de antibioticos peptidicos (Marahiel, Nakano & Zuber, 1993; Monteiro,
2002). E na fase da esporulagdo ou pré-esporulacdo que muitas dessas moléculas
séo biossintetizadas, por exemplo bacteriocinas.

Bacteriocinas sao peptideos antimicrobianos produzidos por bactérias,
sintetizados nos ribossomos e possuindo entre 30 e 60 aminoacidos, com atividade
antagbnica contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, sendo a bactéria
produtora deste peptideo portadora de mecanismos de imunidade especificos que a
protege da sua bacteriocina (And & Hoover, 2003; Cotter et al., 2013; Ogaki et al.,
2015). Esses peptideos variam quanto a atividade, mecanismo de acdo, massa

molecular, propriedade bioquimica e origem genética (Tagg et al., 1976;
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Klaenhammer, 1988; 1993; Abee et al., 1995; Galvez et al., 2008; Cleveland et al.,
2011, Leite, 2012), e foram descobertos pela primeira vez em 1925, com a colicina,
bacteriocina produzida por Escherichia coli (Cascales et., 2007). As substancias
inibitérias similares a bacteriocinas (BLIS), sdo definidas como peptideos ou proteinas
antimicrobianas com aminoacidos incomuns, apresentando diferentes estruturas
guimicas (Settanni & Corsetti, 2008) e atuando como substancias antagonicas, com
potencial bactericida (Leite, 2012). Nesta perspectiva e na busca por novos
antibiéticos, membros do género Bacillus sdo considerados produtores de substancias
antimicrobianas, o que inclui bacteriocinas e BLIS (Monteiro, 2002; Stein, 2005;
Abriouel et al., 2011).

3.4. Substancias Biocidas Produzidas por Bacillus

Grande parte das bactérias Gram-positivas apresentam a capacidade de
produzir peptideos antimicrobianos (Abriouel et al., 2011), de modo que as
bacteriocinas produzidas por estas bactérias sdo as mais abundantes e diversas,
sendo similares a peptideos microbianos produzidos por eucariotos (Oliveira, 2019).

A producéo de bacteriocinas ou substancias similares foi descrita para varias
espécies pertencentes ao género Bacillus, como B. subtilis, B. coagulans, B. cereus,
B. thuringiensis, B. megaterium e B. lincheniformis (Shafia, 1966; Bradley, 1967,
Novotny & Perry, 1992; Bizani et al., 2005; Kamoun et al., 2005; Cherif et al., 2006;
He et al., 2006; Sebei et al., 2007). Dentre as bacteriocinas produzidas, ha um
destaque para a subtilina, produzida por B.subtilis e a coagulina, produzida por
B.coagulans (Cherif et al., 2006; Rasi, 2010). A primeira bacteriocina de B.
thuringiensis caracterizada foi a thuricina, biossintetizada por 46 estirpes de Bacillus
thuringiensis e capaz de inibir espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Bowdish et al., 2005; Rasi, 2010; Oliveira, 2019).

3.5. Biossurfactantes produzidos por Bacillus

Ainda nesta perspectiva, pode-se dizer que ha também um certo destaque para
os chamados biossurfactantes. Podendo ser de origem quimica ou biologica, os
surfactantes sdo moléculas anfifilicas, ou seja, apresentam caracteristica quimica
dupla - hidrofilica e lipofilica (Figura 5) (Nitschke et al., 2004), e que apresentam
propriedades de reducdo da tensdo superficial e interfacial, o que acaba por |hes

conferir uma grande variedade de aplicacbes em processos, principalmente na
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industria de petréleo, cosméticos, sabao, detergente e produtos de higiene (Cameotra
& Makkar, 2004). Devido a sua importancia, e visando diminuir os riscos ao meio
ambiente, os surfactantes naturais (biossurfactantes) passaram a receber um maior

interesse (Silva et al., 2016).

Figura 5. Representagcdo esquematica da estrutura organica de uma molécula anfifilica.
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Fonte: Ferreira, acesso: 2023.

A deteccao de microrganismos produtores de surfactantes, dentre eles, Bacillus
e Lysinibacillus, séo realizadas através de técnicas em meio agar sangue visando
destruir eritrocitos, uma vez que o tamanho do halo de B-hemdlise esta associado a
capacidade de producao dessas substancias (Lin, 1996; Monteiro, 2002). Sabe-se que
algumas linhagens de B. subtilis produzem lipopeptideos ciclicos com caracter
surfactantes; lipopeptideo esses que apresentam potente atividade biocida (Cameotra
& Makkar, 2004; Fernandes, 2006). Dentre todos os biossurfactantes produzidos por
este género, provavelmente o mais conhecido € a surfactina (Figura 6) (WU et al.,
2017; Almeida et al., 2020). A surfactina, sintetizada por linhagens de B. subtilis,
apresenta na sua estrutura um peptideo ciclico composto de sete aminoacidos ligados
a uma cadeia de acidos graxo (Felix, 2012). E valido destacar, ainda, que a depender

da espécie produtora e tipo de biossurfactante biossintetizado, sua estrutura muda.



Figura 6. Estrutura da surfactina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismos e meios de preservacao

As bactérias utilizadas nesse estudo foram gentilmente cedidas pela professora
Eugénia Rios e estdo preservadas, no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Microrganismos do Departamento de Antibidticos — UFPE, em discos ou fitas de papel

de filtro (Tabela 1). A escolha desses microrganismos foi realizada aleatoriamente.

Tabela 1. Origem das espécies de Bacillus e Lysinibacillus e sua preservacéo.

Microrganismos Origem Comentéarios Manutencéo/Preservacao
1. Bacillus thuringiensis sub Instituto de cedido pela Laboratério de Fisiologia e
israelensis Biologia- professora Bioquimica de
México Eugénia Rios Microrganismos-

Departamento de

Antibitticos/discos de papel

2. Bacillus subtilis LFBM 01 Isolado do cedido pela Laboratério de Fisiologia e
produto professora Bioquimica de
CENZONE ® - Eugénia Rios Microrganismos-
probidtico Departamento de
para Antibi6ticos/discos de papel
gado bovino
3. Bacillus subtilis LFBM 02 Isolado de cedido pela Laboratério de Fisiologia e
efluente e professora Bioquimica de
Resistente ao Eugénia Rios Microrganismos-
Cloro Departamento de

Antibitticos/discos de papel

4. Lysinibacillus sphaericus Isolado no cedido pela Laboratério de Fisiologia e
CCGB 664 estado do professora Bioquimica de
Amazonas - Eugénia Rios Microrganismos-
origem da Departamento de
colecéo de Antibitticos/discos de papel
cultura

Osvaldo Cruz
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5. Lysinibacillus sphaericus
CCGB148

Isolado da
agua- origem
da colecgéo
de cultura

Osvaldo Cruz

cedido pela
professora

Eugénia Rios

Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica de
Microrganismos-
Departamento de

Antibiéticos/discos de papel

6. Bacillus thuringiensis Instituto cedido a Laboratério de Fisiologia e
Aggeu professora Bioquimica de
Magalhdes — Eugénia Rios Microrganismos-
Recife pela Departamento de
pesquisadora Antibiéticos/discos de papel
Leda Regis
ativo contra
culicideos
7. Bacillus sphaericus 2362, Isolado do cedido a Laboratério de Fisiologia e
sorotipo H5a5b mosquito professora Bioquimica de
negro na Eugénia Rios- Microrganismos-
Nigéria Departamento de
Antibitticos/discos de papel
8. Bacillus coagulans Isolado do Isolado no Laboratério de Fisiologia e
LFBM 01 probidtico Laboratério de Bioquimica de
Azo yeast Fisiologia e Microrganismos-
plus ® Bioquimica de Departamento de
Microrganismos Antibidticos/discos de papel
9. Bacillus pumillus Isolado do cedido a Laboratério de Fisiologia e
CCGB 0203 solo- professora Bioquimica de
origem da Eugénia Rios Microrganismos-
colecdo de Departamento de
cultura Antibiéticos/discos de papel

Osvaldo Cruz

Fonte: A autora (2023).
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4.2. Meios de cultura

Diversos meios de cultura foram utilizados neste trabalho. Dentre eles:

4.2.1. Agar Nutritivo (AN) Standard
Utilizado para obtencédo de cultura viavel.

Composicéo:

Extrato de levedura...................... 2,89
Peptona........cccoooevviiiiiiiiee, 15,69
NaCl..oooii s 5,69
AQAr. ... 6,09
GlICOSE....ccieieveeeee e 1,09
Agua destilada...............ccoeevnenen. 1000m|

Preparacdo de Meio: Adicione os componentes a agua destilada/deionizada e
complete o volume para 1,0L. Homogenize. Aqueca suavemente e deixe levantar
fervura. Distribua em tubos ou frascos. Autoclave por 15 min a 1 atm de pressédo

121°C. Verta em placas de Petri estéreis.

4.2.2. Meio Agar Sangue

Utilizado para realizacdo dos testes de atividade hemolitica dos Bacillus.

Composigao:

Extracdo de Carne............... 10,0g
Peptona........ceeviiiiiinneienn, 10,09
NaCl....ooeeii e, 5,09
Aar......cooviiiiiiiiiii e 15,09
Sangue de carneiro.............. 50-80mL
Agua destilada...................... 1000mL
pH 6,8 -7,0

Preparacéo de Meio: Dissolver 40g/L. Autoclave por 15 min a 1 atm de presséo 121°C.
Deixe esfriar a 45-50°C. Apés esse processo, adicione 5% de sangue de carneiro
desfibrinado. Verta em placas Petri estéreis. Os microrganismos que biossintetizam

biossurfactante aparecem com as colbnias apresentando uma 3-hemalise no meio.
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4.2.3. Meio Brain Heart Infusion (BHI) — Agar Cérebro Coracéo

Utilizado para reativacao das culturas de Bacillus preservadas.

Composigao:

Infusdo Cérebro e Coracéo............. 17,59
Peptona......ccceeiiiiiiiie 10,09
GlICOSE...ccceiieveeeece e 2,09
Cloreto de sOdio..........covvvvvvveeeinennnn. 5,09
Fosfato DissOdICO...........cccveeeevvvnnrnne. 2,59
AQAr....oi i 15,09
Agua destilada...........c.coeovvevveennnn. 1000m|
pH 7,4 -7,6

Preparacdo de Meio: Adicione os componentes a agua destilada/deionizada e
complete o volume para 1,0L. Homogenize. Aqueca suavemente e deixar levantar
fervura. Distribua em tubos ou frascos. Autoclave por 15 min a 1 atm de pressao

121°C. Verta em placas de Petri estéreis.

4.2.4. Meio Tween 80
Utilizado para analisar a capacidade dos Bacillus hidrolisarem Tween 80 e,

portanto, analisar a capacidade de produzir esterase.

Composigao:
Agar......oooiiiiiiiiiien, 12,09
Peptona.........oeveviiiiiinnnens 10,0g
NaCl.......cocoeeiee, 5,09
CaClyeeeeiiieiieii e, 0,1g
Tween 80.........ccccevvvvvvinnee 10.0ml
Agua destilada.................... 1000ml
pH7,2-7,4

Preparacdo de Meio: Adicione 0s componentes a agua destilada/deionizada e
complete o volume para 1,0L. Homogenize. Aqueca suavemente e deixar levantar
fervura. Distribua em tubos ou frascos. Autoclave por 15 min a 1 atm de pressao
121°C. Verta em placas de Petri estéreis. As bactérias que hidrolisam o Tween 80

apresentam-se como coldnias rodeadas por uma zona opaca.
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4.3. CondicOes de cultivo e selecao qualitativa de microrganismos produtores
de esterase

Para a selecdo das espécies de Bacillus produtoras de esterase, culturas
preservadas em papel de filtro foram cultivadas em caldo de cérebro e coracao (BHI)
e incubadas a 37 °C por 24 h (Figura 7).

Em seguida, essas culturas foram inoculadas em meio liquido Tween 80® 1%
pH 5,0 e pH 7,0 e semeadas em agar Tween80® pH 5,0 e pH 7,0. As placas foram
entdo observadas quanto a formacdo de um halo opaco em torno das colbnias, as
guais foram medidas em milimetros (mm).

A presenca de zonas opacas foi indicativo de hidrolise do Tween 80 e

consequentemente positividade no teste de producao de esterase.

Figura 7. Culturas de Bacillus e Lysinibacillus em meio BHI.
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Fonte: A autora (2023)

4.4. Selegcdo qualitativa de microrganismos produtores de esterase nos
sobrenadantes livres de células

Para essa etapa, as culturas crescidas em caldo Tween80® pH 5,0 e pH 7,0
foram centrifugadas 3000g por 30 min e o sobrenadante (Figura 8) filtrado utilizando

membrana Millipore® de porosidade 0,45um (Figura 9).



34

Discos de papel de filtro de 6 mm de didmetro foram saturados com esse
filtrado, depositados sobre a superficie do agar Tween80® pH 5,0 e pH 7,0 e
incubados a 37°C por 24 horas.

A leitura foi realizada pelo aparecimento de um halo opaco em torno do disco,
medido em milimetros (mm).

Figura 8. Espécies de Bacillus sp. e Lysinibacillus sphaericus apds centrifigucao, onde é
possivel notar a presenca de precipitado (seta) e sobrenadante.

Fonte: A autora (2023)

Figura 9. Seringa e membrana Millipore® de porosidade 0,45um

Fonte: A autora (2023)
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4.5. Atividade hemolitica das culturas de Bacillus sp. e Lysinibacillus sphaericus

O teste de hemdlise foi realizado com o objetivo de verificar a capacidade
hemolitica desses géneros, o que pode ser utilizado como indicador da producéo de
biossurfactantes.

Para a realizac&o desta etapa, 10 pL de culturas de Bacillus sp. e Lysinibacillus
sphaericus, previamente crescidas em caldo nutritivo, foram inoculadas em placas de
Petri contendo meio agar sangue. As placas foram incubadas a 37°C durante 24h e a
leitura dos didmetros dos halos de hemdlise medido em milimetros.

A presenca de zonas de B-hemodlise foi presuntivo da biossintese de

biossurfactantes.

4.6. Microrganismos teste

Para analisar qualitativamente a atividade antag6nica de espécies de Bacillus
sp. e Lysinibacillus sphaericus, foram utilizados cocos Gram-positivos, bacilos Gram-
negativos fermentadores e ndo fermentadores de glicose preservadas no Laboratério
de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos do Departamento de Antibiéticos —
UFPE (Tabela 2). Essas bactérias de origem da American Type Culture Collection,

foram escolhidas com base no seu perfil de multirresisténcia.

Tabela 2. Origem das espécies patogénicas e seus perfis de resisténcia.

Microrganismos - teste Origem/perfil de resisténcia
Staphylococcus aureus ATCC American Type Culture Collection/ cepa
33591 multidroga resistente
Enterococcus faecalis American Type Culture Collection/ cepa
ATCC 51299 vancomicina resistente
Klebsiella pneumoniae ATCC American Type Culture Collection/ cepa
BAA 1705 produtora de carbapenemase
Pseudomonas aeruginosa Cepa selvagem/produtora de biofilme
PAO1
Acinetobacter baumanii ATCC American Type Culture Collection/cepa
19606 multidroga resistente

Fonte: A autora (2023)
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4.7. Atividade antagbnica qualitativa

A atividade antagbnica qualitativa sobre microrganismos patogénicos foi
realizada utilizando o Agar Spot Test (Schillinger & Lucke, 1989). O teste foi realizado
a partir de duas etapas, onde na primeira foi cultivado o microrganismo produtor de
bacteriocina, neste caso Bacillus e Lisinibacillus, cultivado em caldo nutritivo. Em
seguida, 10 pL desta cultura foi depositada em placa de Petri contendo agar nutritivo
sélido e incubada por 48h a 37°C.

A segunda etapa consiste em inocular 1mL de suspensé&o dos microrganismos-
teste patogénica padronizada em 10’ UFC/mL, através da escala McFarland, em 9mL
de meio semi-solido AN. O meio semi-solido é entdo vertido sobre o agar soélido. A
leitura dos resultados foi realizada pela subtracdo do diametro total do halo de inibi¢do

menos o diametro das colbnias de Bacillus sp. e Lysinibacillus sphaericus.

Figura 10. Esquematizagédo do método Agar Spot Test

1° etapa:
m
Incubacéo por 48
horas a 37 °C
Semeio de
Cultura do 10uL da
microrganismo produtor cultura

de substancia

2° etapa:
A m
‘ Incubacéo )
‘ Leitura do Halo de
+ |:> inibigdo (mm)

;‘ } 24h/37 °C

1mL da suspenséo 9mL de AN

do microrganismo Standard

teste padronizada semi-solido

em 107 UFC/mL

Fonte: A autora (2023)



5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo qualitativa de esterase nas culturas
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A selecdo qualitativa das espécies de Bacillus sp. e Lysinibacillus sphaericus

observadas através da medida em milimetros (mm) dos halos em torno da colénia

estd apresentada na Tabela 3 e Figuras 11 e 12.

Vérias espécies de Bacillus e Lysinobacillus sphaericus produziram zona de

hidrélise, entretanto, apenas Lysinibacillus sphaericus CCGB 664; Lysinibacillus

sphaericus CCGB148 e Bacillus sphaericus 2362 sorotipo H5a5b produziram esterase

nos meios com pH 5,0 e pH 7,0 mostrando assim, uma versatilidade na producéo

desta enzima em relagcao ao pH.

Tabela 3. Crescimento de espécies de Bacillus e Lysinibacillus meio liquido Tween 80 em

pH 5,0 e 7,0 bem como seus halos de hidrélise.

Crescimento em caldo

Hidroélise do Tween80 1%

Microrganismo Tween80 (diametro mm) x+®
pH 5,0 pH 7,0 pH 5,0 pH 7,0
Bacillus thuringiensis sub + + 28,0+0,0 0
Israelensis
Bacillus subtilis + + 220+14 0
LFBM 01
Bacillus subtilis + + 205+21 0
LFBM 02
Lysinibacillus sphaericus + + 32,0£35 15,2 + 0,35
CCGB 664
Lysinibacillus sphaericus + + 18,0+ 7,0 20,0+£0,0
CCGB148
Bacillus thuringiensis + + 40,5 13,4 0
Bacillus sphaericus 2362 + + 17577 252+2,6
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sorotipo H5a5b

Bacillus coagulans - + 0 23,5+4,9
LFBM 01
Bacillus pumillus - - 0 0
CCGB 0203

x+d = Média + desvio padréo da amostra; - = ndo houve crescimento no meio com Tween 80 ® como
fonte de carbono; 0 = Nenhum halo de hidrélise do Tween 80 ®

Fonte: A autora (2023)

A partir das figuras e tabela, é possivel notar que o Bacillus sphaericus 2362
sorotipo H5a5b e Bacillus thuringiensis apresentaram, em média, os maiores halos de
hidrolise em pH 7,0 e 5,0, respectivamente.

E interessante analisar que espécies que ndo hidrolisaram ou tiveram halos
muito pequenos em pH 5,0, tiveram um desenvolvimento consideravelmente melhor
em pH 7,0 e vice-versa; é o caso de Bacillus thuringiensis e Bacillus coagulans LFBM
01, por exemplo.

Figura 11. Halos de hidrélise de Tween 80 em pH 5,0.

Fonte: A autora (2023).
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Figura 12. Halos de hidrélise em meio sélido Tween 80 em pH 7,0.

Fonte: A autora (2023).

5.2. Avaliacdo qualitativa de esterase nos sobrenadantes isento de células

Apos a filtracdo, ndo foi observada hidrélise do Tween 80® com nenhum dos

sobrenadantes (Figura 13).

Figura 13. Auséncia de halos de hidrélise do Tween 80 com o filtrado isento de células das

culturas de Bacillus sp e Lisinibacillus sphaericus.

Fonte: A autora (2023).
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5.3. Atividade Hemo©litica

Os resultados dos ensaios para atividade hemolitica de Bacillus sp. e
Lysinibacillus sphaericus estdo expostos na Tabela 4 e Figura 14.

Dentre 0os nove microrganismos avaliados, quatro apresentaram halos de
hemdlise, sendo eles Bacillus thuringiensis sub israelensis, Bacillus subtilis LFBM 01,
Lysinibacillus sphaericus CCGB 664 e Bacillus thuringiensis.

Bacillus thuringiensis sub israelensis destacou-se dos demais microrganismos

apresentando uma -hemdlise com halo de 12mm.

Tabela 4. Atividade hemolitica dos isolados de Bacillus sp. e Lysinibacillus sphaericus.

Microrganismos Producéo de Hemolisina
Diferenca entre o didmetro da hemalise em

torno da colbnia e da proépria colénia (mm)

Bacillus thuringiensis sub

israelensis (25-13) =12
Bacillus subtilis
LFBM 01 (14-8) =6
Bacillus subtilis
LFBM 02 (0-8)=0
Lysinibacillus sphaericus CCGB
664 (20-13) =7
Lysinibacillus sphaericus
CCGB148 (0-8)=0
Bacillus thuringiensis
(9-8)=1
Bacillus sphaericus 2362
sorotipo H5a5b (0-15) =0
Bacillus coagulans
LFBM 01 (0-8) =0

Bacillus pumillus
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CCGB 0203 (0-35) = 0

*hemolise parcial

Fonte: A autora (2023)

Figura 14. Atividade hemalitica dos isolados de Bacillus sp. e Lysinibacillus
sphaericus.

1 2 3 4 5
7 8 9

Fonte: A autora (2023)

5.4. Atividade Antagbnica de Bacillus sp. e Lysinibacillus sphaericus contra
microrganismos patogénicos

Os resultados para a atividade antimicrobiana Bacillus sp. e Lysinibacillus
sphaericus sobre microrganismos patogénicos estdo apresentados nas figuras 15,
16.A e 16.B e Tabela 5. Esse resultados mostram a inibicdo de crescimento de cinco
microrganismos multi-droga resistentes pelo Bacillus sp. e Lysinibacillus sphaericus
avaliados: B.subtilis LFBM 02; Lysinibacillus sphaericus CCGB 664; B. sphaericus
2362 e B.coagulans.

B. sphaericus 2362 demonstrou ser o mais eficiente na atividade antagonica
frente Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705; enquanto que nainibi¢édo, B.coagulans
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se mostrou mais eficiente, apresentando atividade antagbnica contra cinco

microrganismos.

Tabela 5. Atividade antimicrobiana de Bacillus e Lysinibacillus frente a microrganismos
patogénicos.

Atividade antimicrobiana

(diferenca entre o didmetro de inibigdo do crescimento em torno da colbnia e da

Microrganismos colénia) (mm))
patdogenos B.subtilis Lysinibacillus sphaericus B. sphaericus B.coagulans
LEBM 02 CCGB 664 2362
Klebsiella (13-9) =4mm (19-10) = 9mm (20-7) = 13mm (12-7) = 5mm

pneumoniae
ATCC BAA 1705

Pseudomonas - (19-11) = 8mm - (11-7) = 4mm
aeruginosa PAO1

Enterococcus - - - (10-7) = 3mm
faecalis
ATCC 51299

Staphylococcus - - - (12-7) = 4mm
aureus ATCC
335919

Acinetobacter - - - (10-7) = 4mm
baumanii ATCC
19606

Fonte: A autora (2023)

Figura 15. Antagonismo entre Bacillus coagulans e Pseudomonas aeruginosa PAOL (A);
Enterococcus faecalis ATCC 51299 (B); Staphylococcus aureus ATCC 335919 (C) e
Acinetobacter baumanii ATCC 19606 (D)

A B C D

Fonte: A autora (2023)
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Figuras 16. A- Antagonismo entre Bacillus sphaericus 2362 (7) sorotipo H5a5b e Klebsiella
pneumoniae ATCC BAA 1705. B- Antagonismo entre Bacillus subtilis LFBM 02 (3) e
Lysinibacillus sphaericus CCGB 664 (4) e Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705.

Fonte: A autora (2023)
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6. DISCUSSAO

A producdo de enzimas por bactérias desempenha um papel de extrema
importancia em diversos processos biologicos e biotecnologicos (Silva, acesso: 2023).
No campo da biotecnologia, as enzimas bacterianas sdo amplamente utilizadas na
producdo de alimentos, na industria farmacéutica e na producgéo de biocombustiveis,
entre outros setores (Monteiro & Do Nascimento, 2009). Nesta perspectiva, a
utilizacdo de esterase de origem microbiologica € crescente nos mais diversos setores
industriais (Leite, 2021), mas é necessario atentar para determinados fatores que
possam interferir na producdo dessas moléculas, como pH, temperatura e tempo
(UFRGS, acesso: 2023). O pH do meio de cultivo emerge como um fator critico que
influencia diretamente na producdo enzimatica, uma vez que a variacdo deste
parametro pode afetar a expresséo de informacdes e a atividade da enzima (Pinheiro
et al., 2005; Fleuri & Sato, 2008).

Pesquisas anteriores demonstraram o impacto que as condi¢des de cultura,
dentre elas o pH, exercem na producdo enzimatica (Fleuri & Sato, 2008); e,
principalmente, na producao de esterase por espécies de Bacillus, como em Bhardwaj
et al., (2020), cujo trabalho utilizou mais de dez diferentes concentracdes de pH em
culturas de Bacillus lincheniformis, a fim de encontrar um pH étimo para producédo da
esterase.

No presente estudo, os resultados de atividade esterasica, expostos na Tabela
3 e Figuras 11 e 12, mostraram que B. thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus CCGB
664 apresentaram os maiores indices de producao enzimatica em pH 5,0, enquanto
B.sphaericus 2362 sorotipo H5a5B apresentou maior indice de producdo em pH 7,0,
de modo a confirmar que a depender do microrganismo e do pH, a producdo de
esterase € maior ou menor.

Dentre as nove cepas, sete produziram esterase em pH 5,0, enquanto apenas
quatro produziram em pH 7,0. Pode-se dizer que estes resultados estdo em
consonancia ao apontado na literatura, uma vez que esta enzima mostrou ter melhor
producao e atividade em pH acido (Meneses, 2020; Famiglietti et al., 2023). Ademais,
trés cepas ( Lysinibacillus sphaericus CCGB 664, Lysinibacillus sphaericus CCGB148
e B.sphaericus 2362 sorotipo H5a5B ) foram capazes de produzir esterase nos dois
valores pH, demonstrando versatilidade em biossintetizar a esterase em pH 5,0 e 7,0
e, portanto, interessantes para aplicacdes industriais. Varios trabalhos, apontaram

para essa capacidade e versatilidade de B.sphaericus e Lysinibacillus sphaericus em
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produzir esterases (Jackson et al., 1995; Saminathan et al., 2009), o que esteve de
acordo com os resultados encontrados neste estudo.

A Unica espécie aqui presente que ndo apresentou nenhum tipo de producéo
de esterase foi B.pumilus, contradizendo o que dizem varios estudos a respeito da
capacidade da espécie de produzir esta enzima. Acreditamos que isso muito se deve
a cepa utilizada neste estudo, configurando-se como uma cepa néo produtora.

Com relacdo a producdo de esterase extracelular avaliada nos filtrados, foi
observado que nenhuma atividade foi detectada, de modo que esta enzima
provavelmente esteja presente intracelularmente.

Em paralelo a isso, sabe-se que uma série de atividades sdo conferidas aos
lipopeptideos com atividade biossurfactante, dentre elas a atividade hemolitica. Esta
€ uma propriedade associada com a caracteristica anfifilica de sua estrutura quimica,
sendo, portanto, utilizada para a selecdo de microrganismos produtores de
biossurfactantes (Monteiro, 2002; Bueno, 2008). Testes de hemalise foram realizados
visando analisar a possivel producédo de biossurfactantes por espécies de Bacillus sp.
e Lysinibacillus sphaericus.

Os resultados para estes ensaios, expostos na Tabela 4 e Figura 13, mostrou
gue dentre os nove isolados, quatro apresentaram B-hemoalise, sendo eles Bacillus
thuringiensis sub israelensis, Bacillus subtilis LFBM 01, Lysinibacillus sphaericus
CCGB 664 e Bacillus thuringiensis, sendo B. thuringiensis sub israelensis a cepa que
apresentou o maior halo hemolitico. Bacillus thuringiensis é reconhecido por ser a
bactéria base de importantes inseticidas microbiolégicos (Angelo et al, 2010). Deste
modo, os resultados aqui encontrados apontam mais uma caracteristica positiva para
esta espécie.

A cepa Bacillus coagulans LFBM 01 foi a Unica a apresentar uma a-hemolise
ou hemolise parcial, ou seja, quando ocorre a perda parcial de hemoglobina pelas
hemacias, gerando, assim, uma zona esverdeada ao redor da col6nia na placa de
agar sangue.

Mais uma vez, B.pumilus nado foi produtor da substancia em questédo. Este nao
€ um resultado que foge do esperado, uma vez que esterase e biossurfactante séo
substancias semelhantemente produzidas, diferentemente da atividade antagodnica.
Tanto producgéo enzimética quanto agdo hemolitica sdo produtos biossintetizados na
gual o microrganismo teve de ser submetido a condicdes de estresse para que

pudesse produzir substancias que viessem a prolongar sua sobrevivéncia. Desse
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modo, pode-se dizer que o teste de atividade hemolitica, acaba por avaliar
indiretamente a producédo de biossurfactantes pelas bactérias, o que nao significa que
estas substancias terdo atividade antimicrobiana na mesma intensidade da
encontrada na hemdlise, o que esta de acordo com a publicacdo de Monteiro (2002).

Os testes de atividade antagbnica, expostos na Tabela 5 e Figuras 15 e 16,
mostraram inibicdo do crescimento de cinco microrganismos patogénicos e multi-
droga resistentes. Dentre 0s nhove microrganismos, quatro se mostraram antagonistas,
a saber: B.subtilis LFBM 02, Lysinibacillus sphaericus CCGB 664, B. sphaericus 2362
e B.coagulans.

B.coagulans mostrou uma maior atividade antagonica inibindo cocos Gram-
positivos e Bacilos Gram-negativos, sendo a Unica espécie capaz de inibir o
crescimento dos cinco microrganismos. Contudo, a maior atividade antagonica foi
observada pelo B. sphaericus 2362 sobre K. pneumoniae ATCC BAA 1705.

Acinetobacter baumanii ATCC 33591; Pseudomonas aeruginosa PAOl e
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705 entraram, em 2017, na lista de agentes
patogénicos prioritarios da OMS para pesquisa e desenvolvimento de novos
antiboticos. Sendo assim, os resultados aqui encontrados séo animadores.

Comparando-se os resultados obtidos nos trés testes, ndo necessariamente se
observa uma correlagéo entre seus resultados. Trabalhos anteriores demonstram
existir relacdo entre a producédo de lipopeptideos e inibicdo dos crescimentos de
bactérias patogénicas (Fernandes, 2007), contudo, isto nao foi observado.

B.coagulans, espécie de maior efetividade contra microrganismos multi-droga
resistente, foi a Unica cepa a realizar hemolise parcial.

B.pumilus, espécie alvo de muitos estudos e producao de enzimas e atividades
biocidas, ndo se mostrou ativa no nosso estudo.

O presente trabalho ndo teve a intengéo de identificar quais bacteriocinas estao
sendo produzidas, nem quais sé&o as esterases aqui produzidas. Nosso objetivo foi
selecionar microrganismos produtores de esterase e de substancias biocidas, de
forma que mais trabalhos possam ser realizados no futuro a partir dos dados aqui
obtidos.
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7. CONCLUSAO

Dos nove isolados de Bacillus sp. e Lysinibacillus sphaericus, oito foram
capazes de produzir esterase: Bacillus thuringiensis sub Israelensis; Bacillus
subtilis LFBM 01; Bacillus subtilis LFBM 02; Lysinibacillus sphaericus CCGB 664;
Lysinibacillus sphaericus CCGB148; Bacillus thuringiensis; Bacillus sphaericus 2362
sorotipo H5a5b; Bacillus coagulans LFBM 01.

Dos nove isolados de Bacillus sp. e Lysinibacillus sphaericus, quatro
apresentaram atividade hemolitica completa: Bacillus thuringiensis sub Israelensis,
Lysinibacillus sphaericus CCGB 664, Bacillus subtilis LFBM 01 e Bacillus
thuringiensis.

Bacillus coagulans LFBM 01 foi a Unica espécie a apresentar hemalise parcial.

Quatro espécies de Bacillus sp. (B.subtilis LFBM 02; B. sphaericus 2362 e
B.coagulans) e Lysinibacillus sphaericus (Lysinibacillus sphaericus CCGB 664) foram
capazes de apresentar atividade antagbnica contra microrganismos patogénicos e
multi-droga resistentes.

B.coagulans foi a Unica espécie a apresentar atividade antag6bnica frente a
todos 0s microrganismos patogénicos.

Bacillus pumillus CCGB 0203 foi a Unica cepa a ndo apresentar nenhuma
atividade nas trés avaliacdes realizadas.

N&o foi observado correlacdo entre os resultados dos testes de hemolise e
atividade antimicrobiana.

Esses resultados podem servir de base para futuros estudos que visem otimizar
tempo e recursos na producdo de enzimas e biossurfactantes. Além de contribuir na

pesquisa por novas substancias biocidas contra bactérias multiresistentes.
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