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Vieira, V. B.. Bioproducéo de pediocina por Pediococcus pentosaceus ET34 em
residuo agroindustrial hidrolisado bagaco de cana-de-acUcar. [dissertacao].
Sao Paulo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&do Paulo;
2019.

RESUMO

Um dos grandes desafios nas industrias alimenticia, farmacéutica e
agropecudria é a busca por novos compostos para substituir os antibiéticos. Como
possiveis candidatos estédo as bacteriocinas para serem utilizados paralelamente aos
antibiéticos ou até substitui-los. As bactérias &cido-laticas podem produzir
substancias inibitérias semelhantes as bacteriocinas (BLIS - bacteriocin-like
inhibitory substances) que possuem efeito bacteriostatico ou bactericida contra
diferentes grupos de bactéria sendo largamente utilizadas como bioconservantes
alimentares. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi o0 emprego de um residuo
agroindustrial, o hidrolisado de bagaco de cana-de-aglcar, como fonte de carbono
em cultivos fermentativos para producdo do BLIS pela cepa Pediococcus
pentosaceus ET 34. Resultados revelaram que as células de ET34 foram capazes
de crescer utilizando este residuo agroindustrial como fonte de carbono e ensaios
utilizando planejamento fatorial demonstraram que a agitagdo nao influencia na
producdo de BLIS. Ao escalonar o cultivo em biorreatores, foi verificado que tanto o
crescimento como a atividade antimicrobiana foram semelhantes aos obtidos em
bancada com excec¢éo da condi¢do de 25% (v/v) de HBC (hidrolisado de bagaco de
cana) que devido a maior viscosidade do meio, resultou em uma diminuicdo no
crescimento e de producdo de BLIS. O BLIS produzido por células de ET34
utilizando o HBC como fonte de carbono foi parcialmente purificado por sulfato de
amoOnio e demonstrou atividade contra Listeria monocytogenes ATCC 934 e
Salmonella enterica CECT 724. Desta maneira, pode-se concluir que Pediococcus
pentosaceus ET34 foi capaz de crescer em meio contendo HBC como fonte de
carbono produzindo BLIS em seu sobrenadante com acdo frente a diferentes
bactérias patogénicas. A possibilidade de utilizar uma fonte alternativa de carbono
pode diminuir o custo de processo consideravelmente. Além disso, ensaios de
planejamento fatorial, superficie de resposta e escalonamento em biorreator de
bancada indicaram que concentracfes baixas de HBC (5-15%, v/v) a 35 °C
resultaram na maior producao de BLIS.

Palavras-chave: Pediococcus pentosaceus, Pediocina, Hidrolisado de Bagaco de
Cana-de-acucar.



Vieira, V. B.. Bioproduction of Pediocin by Pediococcus pentosaceus ET34 in
hydrolyzed sugar cane bagasse agroindustrial residue. [dissertation]. S&o
Paulo: Faculty of Pharmaceutical Sciences, Sao Paulo University; 2019.

ABSTRACT

The great challenge in the food, pharmaceutical and agricultural industries is
the search for new compounds to replace antibiotics. Bacteriocins are possible
candidates that can be used in parallel with the antibiotics or even to replace them.
Lactic-acid bacteria can produce bacteriocin inhibitory substances (BLIS -
bacteriocin-like inhibitory substances) that have a bacteriostatic or bactericidal effect
against different bacterial species and are widely used as food bioconservatives. In
this context, the aim of this work was to use of an agroindustrial waste, hydrolyzed
sugarcane bagasse, as a carbon source in fermentative cultures for the production of
BLIS by Pediococcus pentosaceus ET 34 strain. Results revealed that ET34 cells
were able to grow using this agroindustrial residue as a carbon source, and trials
using factorial design showed that agitation did not influence on the production of
BLIS. When it was perform cultivation scale up in bioreactors, it was verified that both
the growth and the antimicrobial activity were similar to those obtained in the
workbench with the exception of the condition of 25% (v/v) of HBC (sugarcane
bagasse hydrolyzate) that due to its higher viscosity, resulted in a decrease in growth
and BLIS production. BLIS produced by ET34 cells using HBC as a carbon source
that was partially purified by ammonium sulfate showed activity against Listeria
monocytogenes ATCC 934 and Salmonella enterica CECT 724. Thus, it can be
concluded that Pediococcus pentosaceus ET34 was able to grow in medium
containing HBC as carbon source producing BLIS in its supernatant with action
against different pathogenic bacteria. The possibility of using an alternative carbon
source can greatly reduce the process cost. In addition, factorial design, response
surface and scale up trials in bench bioreactors indicated that low concentrations of
HBC (5-15% v/v) at 35 °C resulted in higher BLIS production.

Palavras-chave: Pediococcus pentosaceus, Pediocin, Sugarcane bagasse

hydrolyzate.
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1. INTRODUCAO

1.1. Bactérias Acido-Laticas

Os micro-organismos classificados como bactérias acido-laticas (BAL)
desempenham importante papel pelo fato de seus metabdlitos serem bem utilizado
em diversos produtos, contribuindo para as propriedades nutricionais, como também
conferem seguranca microbiolégica devido a producdo dos metabdlitos, como acido
latico, acido acético, etanol, peréxido de hidrogénio, antibibticos e compostos
fendlicos (Bartkiene et al., 2017). Os principais géneros de BAL séo os Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Lactosphaera, Pediococcus Streptococcus,
Mlissococcus,  Oenococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Dolosigranulum, Globicatella, Teragenococcus, Alloiococcus, Vagococcus e Weisella
(Konig et al., 2017; Crowley et al., 2013).

A maioria das BAL sdo anaerdbicas facultativas, catalase negativa, néo
moéveis, cocos ou bacilos, sem formacédo de esporos, podendo ser classificadas
como homofermentativa ou heterofermentativa (Patel et al., 2016).

Dentre as BAL classificadas como homofermentativas estdo Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei,
Streptococcus lactis, Streptococcus faecalis, Streptococcus thermophilus e
Pediococcus cerevisiae, que sao capazes de converter a maior parte da glicose em
acido lactico, sendo que cada molécula de glicose produz duas moléculas de acido
latico (Garcia et al., 2018). As BAL heterofermentativas sdo reconhecidas por,
adicionalmente a producao de acido latico, catabolizarem a glicose em etanol e COs..
Lactobacillus mesenteroides, Lactobacillus cremoris, Lactobacillus brevis e
Lactobacillus fermentum s&do algumas bactérias heterofermentadoras que, dentre
outras, sao utilizadas para fermentacéo de alimentos (Garcia et al., 2018; Patel et al.,
2016).

Os alimentos fermentados por esses micro-organismos ganharam notoriedade

e tém sido muito relacionados ao bem-estar nutricional, ja que conferem beneficios a
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saude e a aceitacdo sensorial ao produto. Em alguns casos, o conteudo de folato
dos alimentos aumenta devido a producéo por bactérias (Kariluoto et al., 2006).

Além do fato de esses micro-organismos serem considerados culturas
iniciadoras em processos de fermentacéo, eles também conferem caracteristica de
preservacdo aos alimentos, aumentando a vida-de-prateleira (Sabo et al., 2019).
Algumas BAL possuem capacidade de retardar ou inibir o crescimento de micro-
organismos patogénicos e deteriorantes (Stefanello et al., 2018), ndo apenas pela
producdo dos compostos &cidos originados do catabolismo da glicose, como
também pela producdo de peptideos antimicrobianos como por exemplo as
bacteriocinas.

Este composto antimicrobiano € produzido por diversos outros micro-
organismos; entretanto, quando produzido pelas BAL, vem recebendo maior atencéo
pelo fato deste grupo de bactérias geralmente apresentarem seguranca para

consumo humano (Sabo et al., 2019; Balciunas et al., 2013).

1.1.2. Pediococcus pentosaceus

O género Pediococcus é constituido por bactérias em forma de cocos, Gram-
positivos, geralmente organizados em tétrades, homofermentativas, sem motilidade,
ndo formadoras de esporos e anaerdbicas facultativas (Zhang et al., 2005). Esse
género exige requerimento nutricional complexo e capacidade respiratoria limitada,
sendo sua multiplicacdo favorecida em condicdbes microaerofilicas e,
ocasionalmente, anaerdbicas (Priest, 2006; Hough et al., 1982).

A espécie Pediococcus pentosaceus pode tolerar concentracdes de sal de até
10%. P. pentosaceus nédo cresce em temperaturas por volta de 50° C, sendo a
temperatura 6tima de crescimento entre 28 e 35 °C, na qual metabolizam hexoses
através da via glicolitica, usando preferencialmente, como fonte de carbono para
fermentacéao, glicose, ribose, galactose, arabinose e frutose. Algumas linhagens séo
capazes de fermentar pentoses (Papagianni e Anastasiadou, 2009).

Ampla variedade de processos fermentativos alimentares, a base de lacteos,
carnes e vegetais, vem sendo realizada com a utilizacdo da P. pentosaceus como

cultura iniciadora
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7

Juntamente com outras bactérias, a cepa P. pentosaceus € considerada
probiotica, sendo conhecida por promover beneficios ao hospedeiro quando é
ingerida em quantidade adequada (FAO/WHO, 2002), apresentando tolerancia ao
suco géstrico e adesdo de células HT-69 da mucosa intestinal e alta concentracao
biliar (Porto et al., 2017), combinada a sintese de bacteriocina nominada, quando
produzida por este género, como pediocina.

As cepas que produzem pediocina vém sendo frequentemente estudadas
também quanto a preservacao de alimentos, devido ao controle microbiano durante
a fermentagéo e para inibir o crescimento de micro-organismos deteriorantes durante

0 armazenamento do produto (Diez et al., 2012).

1.2. Bacteriocinas

Os micro-organismos produzem um conjunto de sistemas de autodefesa,
incluindo os antibiéticos, os subprodutos metabdlicos, como &cido latico produzido
por espécies de lactobacilos, os agentes liticos, tais como lisozimas, as diferentes
exotoxinas proteicas, os peptideos antimicrobianos (bacteriocinas) e as substancias
inibitérias semelhantes as bacteriocinas (BLIS — bacteriocin-like inhibitory substance)
(Cavera et al., 2015).

Por definicdo, as bacteriocinas sdo pequenos peptideos sintetizados por
ribossomos e lancados ao meio extracelular exercendo atividade bactericida ou
bacteriostatica contra micro-organismos da mesma espécie ou de outros géneros
(Martinez et al.,, 2013). Esse efeito antimicrobiano resulta na permeabilizagdo da
célula-alvo, inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo da atividade da DNA
girase ou da RNA polimerase da célula-alvo (Ogakiet al., 2015). Apesar de diversas
bactérias produzirem bacteriocinas, aquelas produzidas por BAL tém ganhado
destague devido ao seu alto potencial de aplicacdo e a sua capacidade
biopreservativa em alimentos (Cintas et al., 2001). Ademais, muitas linhagens deste
grupo sdo consideradas seguras para a saude humana (GRAS - Generally
Recognized as Safe) pela FDA — Food and Drug Administration (Jeevaratnam et al.,
2005).
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As bacteriocinas sdo compostos ja utilizados como contribuintes para o
aumento da vida-de-prateleira e da seguranca microbiologica de produto fermentado
(Leroy e Vuyst, 2004; Mayo et al., 2010).

Os primeiros estudos sobre bacteriocinas estdo datado em 1925, com a
descoberta das colicinas produzidas por Escherichia coli. Inicialmente, os estudos
das colicinas foram voltados para a acdo apenas contra 0s micro-organismos Gram-
negativos. Atualmente, sdo conhecidas muitas outras bacteriocinas produzidas por
diversos micro-organismos (Rosa e Franco, 2002).

A atividade antimicrobiana das bacteriocinas varia conforme a bactéria que
produz e 0 meio que elas se desenvolvem, podendo promover, de uma maneira
geral, efeito bacteriostatico ou efeito bactericida com ou sem lise celular. As
bacteriocinas provenientes de bactérias acido-laticas mostram, em geral, mecanismo
de acdo por dissipacdo da forca proton-motriz, que modifica o potencial da
membrana e do gradiente de concentracdo de H*, formando assim poros na
membrana plasmatica (Porto et al., 2017).

Estruturalmente, esses peptideos sdo compostos de 20 a 60 aminoacidos e
podem ser responsaveis pelas principais propriedades das bacteriocinas, que
incluem tolerancia &cida, termoestabilidade e especificidade bactericida (Colins et
al., 2010). O mais conhecido exemplo é a nisina, a qual é bioproduzida por muitas
cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis, sendo considerada o prototipo de
bacteriocina de BAL (Perin et al., 2012).

Em geral, os testes de atividade antimicrobiana utilizando métodos de difusdo
em agar ndo distinguem as atividades inibitérias das bacteriocinas em comparacao
com agentes antimicrobianos, como bacteriéfagos, metabdlitos primarios (agua
oxigenada, &cido latico, entre outros) ou antibidticos sintetizados néo
ribossomicamente (bacitracina). Tais testes também nao discriminam a inibicdo
atribuida a deplecdo de nutrientes ou as atividades combinadas de multiplas
bacteriocinas e/ou outros agentes inibitérios. Para isso, é recomendado o uso do
acronimo BLIS (para substéncias inibitorias semelhantes as bacteriocinas) para se
referir a agentes inibidores, de origem proteica, ainda nao caracterizados
"semelhantes as bacteriocinas" na sua atividade antimicrobiana (Balciunas et al.,
2016; Martinez et al., 2015; Souza Vera et al., 2018).
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1.2.1. Pediocina

As bacteriocinas produzidas por BAL possuem trés classificacbes e, dentro
dessas classificacfes, as pediocinas pertencem a classe Il, que se subdivide em lla,
lIb e lic, sendo composta por peptideos pequenos (<10 kDa), ativos ha membrana —
sendo estas as mais amplamente estudadas, devido a sua atividade antilistérica
(Heng et al., 2007). Na classe lla, a qual pertencem as pediocinas, em sua parte N-
terminal definida — sequéncia YGNGV-C - (Cheikhyoussef et al., 2008), as
moléculas sdo anfipaticas e a hidrofobicidade de varias delas aumenta gradualmente
da parte N-terminal para a C-terminal da molécula que dependem de fosfolipidios
anibénicos para interagir com a membrana, enquanto os peptidios sdo ativos contra
Listeria ssp. (Schulz et al., 2003). As bacteriocinas de classe Ila possuem espectro
limitado de atividade e parecem ter sua acdo mediada por algum tipo de receptor. A
natureza desses receptores ainda nao foi determinada (Cheikhyoussef et al., 2008).

As pediocinas agem ap0s estarem ligadas a membrana, dissipando a forca
motriz protonica. Com a dissipacdo da forca protdnica, 98,9% de ATP sao
hidrolisados, na tentativa de manutencdo da FMP. O transporte ativo de aminoacidos
cessa e 0s aminoacidos de reserva sao liberados da célula pelos poros formados.
Esse distarbio primario talvez gere outras desordens como lise celular (Rosa e
Franco, 2002).

Geralmente, a pediocina tem atividade de inibicdo contra bactérias Gram-
positivas e bactérias Gram-negativas. Greenetal (1997) e Anastasiadou et al. (2008)
apresentaram o espectro de inibicdo da pediocina SA-1 produzida por P. acidilactici
contra bactérias como Bacillus cereus, Clostridium ssp., Listeria monocytogenes e,
Salmonella carnosus; entretanto, verificaram que pediocina nao inibiu a atividade
contra Salmonella enteritidis.

Foi observado que a imunidade da cepa produtora P. acidilactici H & pediocina
€ controlada por uma proteina imune-especifica codificada pelo gene bacteriano
(Papagianni et al., 2009).

O fato de as pediocinas apresentarem estabilidade a diversidade de
temperatura e de pH sao caracteristicas que engrandecem essas moléculas com o
objetivo de uso como conservante de alimentos que demandam processos

industriais e aqueles mantidos sob refrigeragao (Porto et al., 2017).
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Por isso, h4d grande importancia nos estudos para ampliar o processo para
obtencdo desta molécula — que vem demonstrando grande importancia tanto no

campo alimentar como no farmacéutico.

1.3. Bagaco de cana-de-agucar

Segundo pesquisas realizadas em 2014, o Brasil é o maior produtor e 0 maior
exportador de produtos derivados da cana-de-acucar, produzindo mais de 480
milhdes de tonelada de cana (EMBRAPA, 2018). A producédo brasileira de cana-de-
acucar, em 2016/2017, chegou a 691 milhdes de toneladas, com aumento de 3,8%
em relacdo a safra anterior (CONAB, 2018).

O acucar produzido na Regido Centro-Sul apresenta o menor custo de
producdo do mundo. O aumento da demanda por acucar no mercado externo,
associado ao mercado de etanol, além de outros fatores, resultou no aumento
significativo de residuos oriundos dos processos de obtencdo desses produtos. A
destinacdo adequada desses residuos pode tornar-se cada vez mais valorizada
dentre os processos industriais da fabricacdo do aglcar e de outros subprodutos —
bagaco, vinhaca, torta de filtro etc. (Goes et al., 2008).

O maior problema ecolégico esta relacionado com a producdo de bagaco da
cana-de-acucar que, segundo Silva et al. (2007), € o residuo agroindustrial obtido
em maior quantidade no Brasil — aproximadamente 280 kg/ton moida (30% do total
moido). O bagaco da cana-de-acUcar é considerado um subproduto, gerado no
processo de extracdo do caldo, obtido por meio de difusor ou moenda (Rebelato et
al.,, 2013). A celulose, a hemicelulose e a lignina contidas no bagaco, caso
descartadas nas aguas residuais, podem ter enorme efeito poluidor, podendo
aumentar significativamente os niveis de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO),
gue é o critério utilizado para medir a carga organica dos efluentes e dos recursos
hidricos (Rebelato et al., 2013).

Ha variacbes na composicdo quimica do bagaco-de-cana, conforme diversos
fatores, como a regidao do cultivo e os periodos de cultivo (Silva et al.,, 2007). Na

Tabela 1, esta demonstrada a composi¢cdo média do bagaco-de-cana.
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Tabela 1: Composicao média caracteristica do bagaco da cana. *Fibra: € a matéria seca e insoluvel

em &gua, contida na cana de agucar. **Brix: mede os soélidos solUveis em agua. (SILVA et al., 2007).

Composigdo quimica média

Carbono 39,7 —49%
Oxigénio 40 — 46%
Hidrogénio 55-7,4%
Nitrogénio e cinzas 0-0,3%
Propriedades fisico-quimicas

Umidade 50%

Fibra* 46%

Brix** 2%
Impurezas minerais 2%
Composicdo média da fibra do bagaco
Celulose 26,6 — 54,3%
Hemicelulose 14,3 — 24,4%
Lignina 22,7 —29,7%

Quando celulose e hemicelulose contidas no bagaco de cana-de-aglcar sao
hidrolisadas, uma mistura de monossacarideos pode ser produzida. Os agucares
predominantes liberados sao xilose, glicose e, em concentracdes bem menores,
arabinose, galactose e manose. Os micro-organismos expostos a essa mistura de
acucares se utilizam dos acucares como fonte de carbono para a fermentagéo
(Ferraz, 2010).

1.4. Residuo agroindustrial hidrolisado de bagaco de cana-de-acUcar

como meio fermentativo

E cada vez mais importante estudar as interacbes entre as bactérias acido-
laticas e as fontes de nutrientes durante o processo fermentativo. A producéo e a
estabilidade das bacteriocinas sao fortemente influenciadas pela temperatura, pelo
tempo de incubacdo e pela fonte de carbono que sera utilizada pela bactéria,
tornando-se fundamental diminuir os custos de produc&o da pediocina. A utilizagc&o
do hidrolisado de bagaco da cana-de-acucar (HBC), como meio de cultivo, valoriza o
conceito da producdo de biomoléculas de alto valor agregado, como no caso das
bacteriocinas, aliado ao aspecto ambiental. Além disso, é importante maximizar a
eficacia das BAL utilizando diferentes fontes de carbono e nitrogénio como o0s

nutrientes responsaveis pelo crescimento celular.
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O Brasil se tornou destague no cenario econdémico mundial, por conta de sua
ampla atividade agricola; porém, devido a esta atividade, esta entre os paises que
mais geram residuos agroindustriais (Furlan, 2015), que sao de lenta decomposicéao,
causando grande impacto ambiental. Segundo as informagbes da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA, 2018), os subprodutos da cana e
seus residuos sdo utilizados para co-geracdo de energia elétrica, fabricacdo de
racdo animal, fertilizante para as lavouras e para a producdo do combustivel
denominado como etanol de segunda geracédo, produzido a partir da hidrolise da
celulose e liguinocelulose do bagago da cana-de-acucar, o qual possibilita a reducéo
da formacéo deste dejeto e fornece substrato para a producéo de etanol, extraindo
mais combustivel da matéria-prima (FINEP, 2019).

Diversos fatores podem influenciar a producdo das bacteriocinas, como
aeracdo, pH, temperatura e composicdo do meio de fermentacdo (Garsa et al.,
2014). O bagaco de cana-de-acucar é um material fibroso (celulose), composto
principalmente de agua (de 48 % a 52 %) e sacarose, com pH ao redor de 5,6 e
apos a hidrolise da celulose, os acucares passam a serem disponibilizados pra a
fermentacdo por bactérias.

Neste sentido, mediante o emprego de residuos agroindustriais como
substratos em cultivos fermentativos, busca-se melhor aproveitamento desses
residuos, que sao fontes altamente nutritivas (Arruda et al., 2008) e com grande
capacidade de promover alto rendimento na producédo de bacteriocina, podendo
diminuir os custos de producdo desta molécula antimicrobiana em nivel industrial e
atribuir melhor destino final aos residuos — que podem ser prejudiciais ao meio
ambiente se ndo descartados de forma correta (Silva et al., 2010).

Este trabalho propfe, portanto, o uso do residuo agroindustrial bagaco da
cana-de-acucar hidrolisado, através de processo térmico, o qual contém alta
guantidade de substancias organicas, para a elaboracdo de meio de cultivo
alternativo, que permita obter biomoléculas de alto valor agregado (como as
bacteriocinas), minimizando o impacto ambiental derivado da atividade agroindustrial

de setores relevantes para o Brasil.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal desta pesquisa foi a producdo biotecnoldgica e avaliagdo
da atividade antimicrobiana das substancias semelhantes a bacteriocina produzida
por Pediococcus pentosaceus ET 34 cultivado em residuo agroindustrial hidrolisado

de bagaco de cana-de-acucar.

2.1. Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia do hidrolisado de bagaco da cana-de-acUcar para formular
meios de cultivos mais econdmicos e naturais no crescimento celular de
Pediococcus pentosaceus ET34 e na producédo de bacteriocina;

e Avaliar a influéncia das variaveis pH, agitagdo e concentracdo do hidrolisado de
bagaco de cana-de-acucar para o crescimento da P. pentosaceus ET 34 e para
a producédo da substancia antimicrobiana;

e Avaliar a atividade antimicrobiana da pediocina produzida em biorreator frente a
diversos micro-organismos patogénicos. Para isto foi avaliada a atividade
antimicrobiana através de medidas de halos de inibicdo dos diversos extratos
frente aos bio-indicadores: Listeria innocua CLIST 2711, Listeria monocytogenes
ATCC 934 Salmonella enterica CECT 724.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Meios de cultivo, materiais utilizados e fluxograma de experimentos

Os meios de cultivo utilizados foram determinados conforme o interesse
especifico quanto ao cultivo de cada espécie.

O meio de cultivo MRS — Man, Rogosa and Sharpe (Difco Laboratories, Detroit,
MI, USA) apresenta a seguinte composicdo, expressa em g/L diluidos em agua

destilada:
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Componentes Volumes
Peptona 10,0
Extrato de carne 10,0
Extrato de levedura 50
Glicose 20,0
Tween 80 1,0
Citrato de amonio 2,0
Acetato de sédio 5,0
Sulfato de magnésio 0,1
Sulfato de manganés 0,05

Fosfato de potassio dibasico 2,0
O meio de cultivo TSB - Tryptic Soy Broth (Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA)
apresenta a seguinte composicao, expressa em g/L diluidos em agua destilada:

Componentes Volumes
Triptona 17,0
Extrato de soja 3,0
Glicose 2,5
Cloreto de soja 5,0

Fosfato de potéssio dibasico 2,5

O meio de cultivo BHI - Brain Heart Infusion (Difco Laboratories, Detroit, M,
USA) apresenta a seguinte composicdo, expressa em g¢/L diluidos em &agua
destilada:

Componentes Volumes

Infuséo (solida) de coracéo e cérebro 6,0

Tecido animal sob digestédo péptica 6,0
Gelatina de digestao pancreatica 14,5
Dextrose 3,0
Cloreto de s6dio 5,0
Fosfato dissédico 2,5
Acido p-aminobenzoico 0,05

O denominado Meio Minimo proposto por Tanasupawat e Daengsubha (1983)
foi escolhido para avaliacdo de diferentes fontes de carbono para o cultivo de P.
pentosaceus e apresenta a seguinte composicao, expressa em g/L diluidos em agua
destilada:

Componentes Volumes Fabricante
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Extrato de levedura 4.0 (Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA)
Peptona 5,0 (Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA)
Sulfato de magnésio 0,2 (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA)
heptahidratado

Sulfato de manganés 0,01 (Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA)
tetrahidratado

Sulfato ferroso 0,01 (Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA)
heptahidratado

Cloreto de sodio 0,01 (Labsynth, Diadema, SP, BR)

O meio denominado como LAPTg (Lactic Acid, Peptone, Tryptone and glucose
medium) foi o escolhido para o cultivo de Pediococcus pentosaceus ET 34
suplementado com o hidrolisado de bagaco da cana-de-aclcar como fonte de
carbono, preparado de acordo com a metodologia proposta por Testa de Nadal et al.

(1997) e apresenta a seguinte composicao, expressa em g/L diluidos em agua

destilada:
Componentes Volumes  Fabricante
Extrato de levedura 10,0 (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA)
Peptona 15,0 (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA)
Triptona 10,0 (Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA)
Tween 80 1,0 (mL) (Labsynth, Diadema, SP, BR)

Quando necessario, o pH dos meios de cultivo e da solugéo fermentada livre
de células foram ajustados com HCI 1N (Labsynth, Diadema, SP, BR) e/ou NaOH 1N
(Labsynth, Diadema, SP, BR).

O hidrolisado de bagaco da cana-de-acucar (HBC) foi gentilmente fornecido
pelo Laboratério Nacional de Biorrenovaveis — LNBR, divisdo do Centro Nacional de
Pesquisas em Energias e Materiais - CNPEM, localizado em Campinas (Sao Paulo,
Brasil).

Todos os meios de cultura, solu¢des e instrumentos laboratoriais utilizados
foram esterilizados a 121 °C a 1 atm por 15 min em autoclave (SD-75, Phoenix, SP,
Brasil).

Os halos formados a partir da inibicdo de crescimento das bactérias
bioindicadoras foram medidos utilizando-se o paquimetro digital (Lee Tools, modelo
684132, Houston, TX, USA).

Para a verificagdo da natureza proteica do BLIS, foram utilizadas tripsina,
pespina ou papaina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO). Para a estabilidade, utilizou o
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sal cloreto de sddio (NaCl) (Labsynth, Diadema, SP, BR), EDTA e detergentes

(Triton 100 X, Tween-20, Tween-80, SDS) (Alamar Tecno-Cientifica, Diadema, SP,
BR).
Abaixo esta o fluxograma para a representacdo grafica da sequéncia dos

experimentos para melhor compreensdo da transicdo dos processos para a
conclusao deste trabalho:

Producao de BLIS* por
Pediococcus pentosaceus ET -+ Higrolisado de Bagago de Cana-de-
34 agucar
I
J' L
Preparo do indculo com
diferentes concentragtes de

Preparo do indculo com
diferentes fontes de carbono

HBC**
& \ 4
Determinacao de BLIS em Determinacao de BLIS em
diferentes fontes de carbono diferentes concentragdes de HBC
4 4
Comparacdo dos carbonos Determinacdo das melhores
consumidos com os gue : condicbes para producéo do BLIS
possivelmente estdo presentes no em biorreator utilizando o
HBC hidrolisado de HBC
¥
Concentragao parcial com sulfato de Processo em biorreator com testes da
amonio e testes da atividade do BLIS & atividade do BLIS, acdo de enzimas,
contra bicindicadores EDTA e detergentes

4.2. Avaliacdo de producéo de BLIS pela Pediococcus pentosaceus ET34

Anteriormente a avaliacdo da possibilidade do HBC ser utilizado como
substrato para producao de BLIS, foi avaliada a producédo de pediocina da cepa de
Pediococcus pentosaceus ET34 isolado de microbiota de salmdo (Tomé et al.,
2008). Esta cepa foi inoculada em meio MRS, a 37 °C, por 24 h, sem agitac&o.

Para avaliar a producdo de pediocina, a aliquota do cultivo da cepa foi
centrifugada a 4 °C, por 15 minutos, a 30.230 x g. Para eliminar a acdo de acidos
organicos, o pH do sobrenadante livre de células (SLC) foi ajustado para pH 6,0-6,5
através da adicdo de NaOH 1,0 M; em seguida, aquecido a 80 °C, por 15 minutos,

para a inativagdo de proteases; apos isso, foi fitrado em membrana de filtro com
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porosidade de 0,45 um de diametro (Millipore, Billerica, MA, USA), conforme o

esquema representado na Figura 1.

i1ste de pH entre Aquecimento a 70°C por

Centrifugacdo a 54 ¢6,5com 25 min (inativagdo de
Amostra 4 °C por 15 min NaOH proteases)

(32.230 a)

' s 4
T=2Q «mlu=r-—=

J

Filtracao
(0.45 pm)
Teste contrao
bioindicador

< &

Figura 1: Esquema do procedimento para determinag&o da atividade microbiana.

A atividade antimicrobiana do SLC foi quantificada e expressa em unidades
arbitrarias (AU) por mL de acordo com Todorov et al. (2011). Cada amostra foi
aplicada (10uL) na placa de cultivo em agar (0,75%) contendo a cepa indicadora

(tabela 2), a aproximadamente 10 UFC, e incubada a 37°C, por 24 horas.

Tabela 2: Lista de cepas bioindicadoras empregadas para avaliagdo da producéo de BLIS por P.

pentosaceus ET34.

MICRO-ORGANISMOS BIOINDICADORES
Listeria innocua CLIST 2052
Listeria innocua CLIST 2861
Listeria innocua CLIST 2871
Listeria innocua CLIST 2860
Listeria innocua CLIST 2873
Listeria innocua CLIST 2711
Listeria innocua CLIST 2865
Listeria innocua CLIST 2864
Listeria innocua CLIST 2193
Listeria innocua CLIST 2863

Carnobacterium maltaromaticum CECT 4020

Staphylococcus aureus CECT 239
Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonnas aeruginosa ATCC 9027
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A atividade antimicrobiana do SLC (AtvSLC) foi expressa em UA por mL, a
partir da medicdo em quatro direcbes do halo de inibicdo, utilizando-se um
paquimetro digital, e calculada empregando-se a seguinte expressdo matematica
(Sabo et al., 2018; Sidek et al., 2016):

4
Att’SLC(—) =—
ml

Onde:

zR? = Area da zona de inibicio do crescimento bacteriano (halo) em cm?;
v = Volume em mL do SLC que foi aplicado sobre o 4gar

O SLC foi tratado com 1 mg/mL de tripsina, pespina ou papaina (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO) durante 2 horas, a 30 °C, para verificacdo da natureza proteica do

composto antimicrobiano, caso o halo de inibicdo desaparecesse.

4.3. Avaliagdo do consumo de diferentes fontes de carbono P.

pentosaceus ET 34

Inicialmente, foi verificado quais aclcares a cepa ET34 de P. Pentosaceus
consome e, logo, se esses acgucares estado presentes no HBC, seguindo o protocolo
descrito por Tanasupawat e Daengsubha (1983) (Callejon et al., 2017). Para esses
testes, a linhagem de P. pentosaceus ET 34 foi cultivada em caldo MRS, por 24h, a
37 °C, sem agitacdo. Apds este periodo, este cultivo foi diluido 1:10 em solucgéo
salina e novamente diluido 1:10, resultando em uma quantidade inicial de células de
aproximadamente 10% com o meio de cultivo denominado Meio Minimo (sem adicéo
de fonte de carbono), para iniciar o0 experimento, acrescentando-se 0,5%
(concentragéo final — v/iv) dos acUcares ribose, glicose, xilose, frutose, arabinose,
galactose, lactose, raminose, maltose, rafinose e glicerol (Alamar Tecno-Cientifica,
Diadema, SP, BR). Estes ensaios foram realizados em triplicata.

As células foram inoculadas em microplacas de 96 pocos durante 24 horas, a
37 °C, sem agitacdo. ApOs este periodo, foi verificado o crescimento das células
utilizando o leitor de microplaca Synergy™ HTX (Biotek, Shoreline, WA), em que a
placa foi agitada durante 1 minuto, a 1.200 rpm, e a concentracdo de biomassa foi

determinada através da determinacdo de sua densidade ¢6tica (600 nm). Quando o
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valor da absorbancia a 600 nm de uma amostra na presenca de um determinado
acucar foi significativamente maior do que na presenca apenas do Meio Minimo sem
acrescimo de uma fonte de carbono, foi considerado que células de P. pentosaceus
ET34 foi capaz de consumir o respectivo aglcar. A concentracdo de massa celular
foi determinada por densidade 6tica utilizando curva de calibracdo (R? = 0,9266)

VEersus massa seca € exXpresso em mg/L.

4.4. Determinacdo de substancia inibitoria tipo bacteriocina (BLIS) em

diferentes tipos de fonte de carbono

Para avaliar a producdo de substancia inibitoria tipo bacteriocina a partir do
consumo de cada acgucar, uma aliquota de P. pentosaceus ET34 foi inoculada em
MRS, por 24h, a 37 °C, sem agitacédo. Apds este periodo, este cultivo foi diluido 1:10
em solucéo salina e novamente diluido 1:10 em meio LAPTg sem adicao de fonte de
carbono, para iniciar o experimento, acrescentando 1% (concentracao final) dos
acucares xilose, frutose, ribose, lactose, rafinose, galactose, sacarose, glicose,
arabinose, maltose, dextrose, raminose e sacarose, sendo que as solucdes estoques
de todos agucares foram feitas em 15% (v/v) em agua destilada.

Apods 24 horas, as amostras foram centrifugadas 4 °C, por 15 minutos, a 4.470
X g. Para eliminar a acdo de acidos organicos, o pH do sobrenadante livre de células
(SLC) foi ajustado para pH 6,0-6,5, através da adicdo de NaOH 1,0 M; em seguida,
aquecido a 80 °C, por 15 minutos, para a inativacdo de proteases. Apds isso, cada
amostra diluida foi aplicada (20uL) na placa de cultivo em agar (0,75%) contendo a
cepa indicadora Listeria innocua CLIST 2711 (~10° UFC) e incubada a 37°C, por 24

horas.

4.5. Preparacdo do inoculo em diferentes concentragdes de hidrolisado

de bagaco de cana-de-acucar

Para avaliar a producdo de substancia bactericida, a cepa de Pediococcus
pentosaceus ET34, apos ser retirada do ultrafreezer onde estava conservada a -70
°C em glicerol, foi cultivada em caldo MRS, por 24 h, a 37 °C, sem agitacdo. Apos
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este periodo, o caldo fermentado foi diluido 1:10, em solucdo salina, e hovamente
diluido 1:10, em meio LAPT(g, preparado de acordo com a metodologia proposta por
Testa de Nadal et al. (1997).

Este meio foi suplementado com HBC como fonte de carbono em diferentes
proporc¢des (0 - 50 %, v/v); o pH do meio foi ajustado para 5,0 a 7,0 com HCI 1.0 N
e/ou NaOH 1.0 N e, posteriormente, submetido as condicdes do planejamento
fracionado fatorial 24! mostrado na Tabela 3.

Apos a verificacdo das variaveis que influenciavam de forma estatisticamente
significativa a producdo da substancia inibitéria tipo bacteriocina (BLIS) por P.
pentosaceus ET34, foi realizado outro planejamento experimental fatorial do tipo 23
combinado com a metodologia de superficie de resposta (RSM), variando pH,

temperatura e %(v/v) de hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar (Tabela 4).

Tabela 3: CondicGes do planejamento fatorial fracionado do tipo 24! usado para a produgdo de

substancia antimicrobiana utilizando hidrolisado de bagaco de cana-de-aglicar como substrato.

. Congentr'a(;éo Temperatura Agitacéo
Ensaio 11213124 do hidrolisado C) pH (rpm)
(%, viv)
1 +1]-1|+1|-1 35 25 7 0
2 11|+ +1 15 25 7 200
3 -1]-1)-1)-1 15 25 5 0
4 +1]-1|-1|+1 35 25 5 200
5 0|0 |0]|O 25 30 6 100
6 1| +1)+1 ) -1 15 35 7 0
7 +1|+1 -1 -1 35 35 5 0
8 0|0|0]|O 25 30 6 100
9 0|0 |0]|O 25 30 6 100
10 1 +1 -1 | +1 15 35 5 200
11 1/0|0/|0 25 30 6 100
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Tabela 4: Condicbes e resultados do planejamento experimental fatorial do tipo 2% usado para a

producao de substancia antimicrobiana utilizando bagago da cana-de-agUcar como fonte de carbono.

o | 1 | e | xa | Goeeriacio T Temeersts T
(%, viv)
1 -1 -1 -1 5 25 5,5
2 +1 -1 -1 25 25 55
3 -1 +1 -1 5 35 55
4 +1 +1 -1 25 35 55
5 -1 -1 +1 5 25 6,5
6 +1 -1 +1 25 25 6,5
7 -1 +1 +1 5 35 6,5
8 +1 +1 +1 25 35 6,5
9 -1,68 0 0 0 30 6
10 +1,68 0 0 30 30 6
11 0 -1,68 0 15 20 6
12 0 +1,68 0 15 40 6
13 0 0 -1,68 15 30 5
14 0 0 +1,68 15 30 7
15 0 0 0 15 30 6
16 0 0 0 15 30 6
17 0 0 0 15 30 6

4.6. Determinacao do BLIS em diferentes concentragdes de hidrolisado

de bagaco de cana-de-acucar

Para avaliar a producédo do BLIS em cada condicdo dos dois planejamentos,

aliquotas dos caldos fermentados contendo P. pentosaceus ET34 tiveram o pH

ajustado para pH 2,0-2,5 com HCI 1,0 N e foram centrifugadas a 4 °C, por 5

minutos, a 4.470 x g. Para eliminar a acdo de &cidos organicos, o pH do

sobrenadante livre de células (SLC) foi ajustado para pH 6,0-6,5, através da adicéo
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de NaOH 1,0 M e, em seguida, aquecido a 80 °C, por 15 minutos, para a inativagao
de proteases. Apés isso, o SLC foi filtrado em membrana de filtro com porosidade de
0,45 um de diametro (Millipore, Billerica, MA, USA).

4.7. Atividade antimicrobiana do BLIS

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana, foi utilizado o micro-
organismo bioindicador Listeria innocua CLIST 2711 que, ap0s a inoculagcdo em
meio de cultivo 10 mL do meio BHI e apds ser retirada do ultra-freezer no qual
estava conservada a -70 °C em glicerol, foi incubada a 37°C, por 24 horas, sem
agitacdo. A suspensdo final do cultivo foi diluida 1:100 em solu¢do salina e
novamente diluida 1:10 em 10 mL de meio BHI contendo &agar 0,75%
(aproximadamente 106).

A atividade antimicrobiana do SLC (AtvSLC) foi expressa em UA por mL,
conforme descrito no item 4.2, cada amostra de SLC foi aplicada (20 yL) em placa

de cultivo contendo meio BHI agarizado e incubada a 37°C, por 24 horas.

4.8. Producéo de BLIS por HBC em biorreator

A partir dos resultados obtidos com o planejamento experimental fatorial do tipo
23 combinado com a metodologia de superficie de resposta (RSM), foi investigada a
producéo de BLIS por P. pentosaceus ET 34 em biorreator de bancada, modelo
Biostat® 3L B Single (Sartorius AG, Goettingen, Alemanha).

A biomassa para o inéculo foi preparada cultivando-se o micro-organismo em
meio MRS (30 ml), por 24 h, a 37 °C, com subsequente recuperacdo das células por
centrifugacéo a 4.470 g, a 30 °C, ressuspensdo com solucéo salina (30 ml), nova
centrifugacéo, nas mesmas condigdes, e ressuspensao final em meio LAPTg, pH
6.0, até atingir valor de D.O. entre 0,8 e 0,9.

As fermentacdes em biorreator de batelada foram realizadas a 35 °C, em meio
LAPTg tamponado em pH 6,0 e enriquecido com HBC nas proporc¢des volumétricas
sugeridas pelos ensaios do planejamento fatorial (0 a 25%, v/v), em atmosfera de

nitrogénio, para garantir condicbes anaerobicas, que foi observada através de uma
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sonda de oxigénio dissolvido acoplado no interior da dorna, reduzindo a
concentracdo de oxigénio para 0% apoOs a injecdo do nitrogénio e agitacdo de 50
rpm. O inoculo foi realizado acrescentando-se 100 mL da suspenséao celular anterior
a 1 L deste meio de cultivo.

As amostras foram retiradas a cada 2 horas, até completarem 12 horas de
fermentacdo. Apos isso, a Ultima amostra foi retira na 242 hora de fermentacdo —
momento no qual foi finalizado o processo.

Para estudar o crescimento celular, as amostras coletadas durante os cultivos
foram submetidas a 7 diluicbes seriadas de 1:10 (v/v), enquanto 10 pl de cada
diluicdo foram aplicados, de acordo com a técnica spot-on-lawn, em placas de cultivo
contendo MRS agarizado (0,75%) e incubados a 37 °C, por 24 h. Apdés enumeracgao
das col6nias, a concentragdo de células vivas foi expressa em UFC/mL.

Para a verificacdo de producdo de BLIS, as amostras foram submetidas ao

tratamento conforme o item 4.7.

4.9. Efeitos de enzimas, EDTA e detergentes na atividade antimicrobiana
do BLIS

O SLC foi tratado com 1 mg/mL de tripsina, pespina ou papaina e incubado
durante 2 horas, a 30 °C, para verificacdo da natureza proteica do composto
antimicrobiano.

Para verificar a estabilidade do BLIS em sal, EDTA e detergentes (Triton 100 X,
Tween-20, Tween-80, SDS, na concentracdo final de 1% (m/v) ou (v/v), amostras
contendo BLIS foram incubadas e tratadas com os compostos supracitados, de

acordo com a metodologia empregada por Todorov et al. (2011).

4.10. Concentracao/purificacdo do BLIS

Para a concentracao e a purificacdo parcial do BLIS, apds a obtencéo do SLC,

acrescentou-se sulfato de amoénio (Labsynth, Diadema, SP, BR) em volumes entre

10 e 60 % (m/v) para saber qual é a melhor concentragédo para recuperacéo de BLIS.
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Esta solucdo ficou em agitagcdo de 75 rpm, a 14 °C. Apos 2 h, o SLC foi
desprezado e o BLIS foi recuperado com 1 mL de solucédo acetato de amdnio a 25
mM a pH 6,5 (Labsynth). Apds a observacéo da precipitacdo das proteinas, 10 pl de
cada diluicao foram aplicados, de acordo com a técnica spot-on-lawn, em placas de
cultivo contendo L. innocua CLIST 2711 (Sabo et al., 2019).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Atividade antimicrobiana da P. pentosaceus ET34

Com o objetivo de comparar a producéo do BLIS produzido por P. pentosaceus
ET34, foi realizado o teste de atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de
células (SLC). Na Figura 2, observa-se a atividade antimicrobiana do SLC de P.
pentosaceus ET34 de 12.800 UA/mL frente a Listeria innocua CLIST 2711. A
linhagem Pediococcus pentosaceus ET34 foi isolada de salmdo defumado e
apresentou acdo bacteriostatica contra Listeria innocua 2030c in vitro, bem como
guando inoculada nos filetes de salmédo (Tomé et al., 2008). Esta bactéria apresenta
capacidade de crescer e apresentar atividade antimicrobiana frente a Listeria
monocytogenes na presenca de NaCl (até 5%), baixas temperaturas 25 °C a 5 °C
tanto em anaerobiose como na presenca de oxigénio. Estas condi¢cdes sao ideais
para conservacao de frutos do mar e peixes embalados a vacuo (Tomé et al., 2006).

O SLC de ET34 apresentou atividade antimicrobiana contra diferentes
linhagens de Listeria spp e também espectro de inibicdo frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. O tamanho do halo de inibicdo foi semelhante para
todas as Listeria spp (Tabela 5). Este resultado corrobora o fato de a pediocina ser
uma bacteriocina pertencente a classe lla, que é conhecida por ter efeito antilistérico
eficaz (Porto et al., 2017, Drinder et al., 2006). O modo de acdo das bacteriocinas
pertencentes a esta classe ocorre pela formacdo de poros na membrana da célula-
alvo (Ghrairi et al., 2012). Esse mecanismo ocorre com a bacteriocina interagindo
com sua porcao N-terminal aos receptores na membrana celular da bactéria-alvo ou
pela interacdo eletrostatica com a membrana. Em seguida, a porcdo C-terminal

alpha hélice da pediocina se insere ha membrana causando dissipacdo da forca
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proton-motriz com modificagdo do potencial de membrana e no gradiente de
concentracdo de H* (Ghrairi et al., 2012, Porto et al., 2017).

Também foram observados halos de inibicdo em C. maltaromaticum CECT
4020 e L. sakei ATCC 15521 (Tabela 5). Nao foi observado nenhum efeito
antimicrobiano frente a S. aureus e as linhagens Gram-negativas E. coli e
Pseudomonas. A grande maioria das pediocinas apresenta efeito mais eficaz contra
linhagens Gram-positivas, mas ndo se descarta a possibilidade de acdo contra

linhagens Gram-negativas (Porto et al., 2017).

Tabela 5: Atividade antimicrobiana do SLC de P. pentosaceus ET34. Legenda: zonas de inibi¢cao
(++++) > 16.0 mm; (+++) 13.0 -15.9 mm; (++) 5.0-12.9 mm; (+) 2.1 — 4.9 mm; (-) < 2.0 aplicando 10
pL do SLC.

Atividade antimicrobiana do SLC

Listeria innocua CLIST 2052 +++
Listeria innocua CLIST 2861 +++
Listeria innocua CLIST 2871 +++
Listeria innocua CLIST 2860 +++
Listeria innocua CLIST 2873 +++
Listeria innocua CLIST 2711 +++
Listeria innocua CLIST 2865 +++
Listeria innocua CLIST 2864 +++
Listeria innocua CLIST 2193 +++
Listeria innocua CLIST 2863 +++
Carnobacterium maltaromaticum CECT 4020 +++
Lactobacillus sakei ATCC 15521 ++++
Staphylococcus aureus CECT 239 -
Escherichia coli ATCC 25922 -
Pseudomonnas aeruginosa ATCC 9027 -
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Figura 2: Atividade antimicrobiana do SLC de ET34 por spot-on-lawn frente & Listeria innocua CLIST
2711.

Para comprovagao da natureza proteica do composto antimicrobiano situado
no SLC, a amostra foi incubada na presenca de tripsina, pepsina ou papaina
(Img/mL) — como descrito no item (4.8). Atividade antimicrobiana do SLC foi de
entre 13.0 -15.9 mm de halos de inibicdo. Quando tratadas com as proteases
supracitadas, o efeito bactericida foi interrompido, confirmando a natureza proteica
do composto antimicrobiano produzido pelo P. pentosaceus ET34 em MRS.

5.2. Consumo de acgucares pelalinhagem P. pentosaceus ET34

Para verificar que tipo de carboidrato a linhagem P. pentosaceus ET34 é capaz
de consumir, foi realizado seu cultivo em meio minimo na presenca de 0,5% de
diferentes acUcares. A avaliacdo dos resultados foi realizada pelo crescimento
celular da linhagem citada em diferentes fontes de carbono (Item 4.3). Células de P.
pentosaceus ET34 crescidas em meio minimo sem adic&o de fonte de carbono, apds
24 horas de cultivo a 37 °C, sem agitacao, apresentaram D.O.s0onm de 0,249 — 0 que
representa, de acordo com a curva padréo, o equivalente a 34,9 mg/L. Quando os
valores de absorbancia a 600nm foram maiores do que 0,249, na presenca de um
determinado acgucar, foi considerado que as células de P. pentosaceus ET34 séo
capazes de consumir 0 acgucar que foi acrescentado ao cultivo. Conforme mostrado
na Tabela 6, os resultados demonstraram que P. pentosaseus ET34 é capaz de
consumir frutose, ribose, ramnose, glicose, maltose, arabinose e galactose, ao passo
gue xilose, rafinose, glicerol e sacarose nao foram utilizadas como fonte de carbono

por esta cepa nestas condigbes. No caso da lactose, houve pequeno crescimento
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(~32 %) se comparado com as células crescidas sem fonte de carbono, o que
sugere que células de P. pentosaseus ET 34 consomem este acucar de forma
bastante lenta nestas condi¢des. Para verificacdo dos valores de massa seca de ET
34 apos 24 h, foi utilizado o grafico da curva de crescimento correlacionando a
absorbéancia a 600 nm e a massa seca da P. pentosaseus ET34 (figura 3), como

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Resultados das leituras do crescimento de P. pentosaceus ET34 perante o consumo de

diferentes acUcares. Leitura em 600nm de absorbancia.

Valor de Biomassa
Fonte de Carbono
DO 600nm mg/L
1 | Xilose 0,262 36,7
2 | Frutose 1,487 208,5
3 | Ribose 1,770 248,2
4 | Lactose 0,329 46,1
5 | Raminose 1,328 186,2
6 | Rafinose 0,249 34,9
7 | Sacarose 0,286 40,1
8 | Glicose 1,365 191,4
9 | Maltose 1,754 2459
10| Arabinose 1,609 225,6
11| Glicerol 0,340 47,7
12| Galactose 1,578 221
Controle sem acgucar 0,249 34,9
16
14 \,1—7‘12113\:
0 R? =0,92474
’
éE: 10 .
8 8
2 4
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2 '/
0
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Massa Seca (g/L)

Figura 3: Curva padréo relacdo massa seca e absorbancia.
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5.3. Producdo de BLIS utilizando diferentes tipos aguUcares como

substrato

Foram realizados testes de atividade antimicrobiana do SLC da linhagem P.
pentosaceus ET34, com o objetivo de identificar a producdo de substancias

semelhantes as bacteriocinas (BLIS) em diferentes acgucares.

Tabela 7: Resultado de atividade antimicrobiana do SLC de P. pentosaceus ET34 em diferentes

acucares.

Atividade antimicrobiana do SLC

(UA/mL)

1 Glicose (1) 16.362
2 Arabinose 19.483
3 Galactose 17.691
4 Rafinose 6.116
5 Frutose 16.983
6 Xilose 3.248
7 Maltose 18.740
8 Ribose 18.088

Lactose 4.241
10 Glicose (2) 17.860
11 Sacarose 3.604
12 Raminose 9.955
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Figura 4: Atividade antimicrobiana do BLIS de P. pentosaceus ET34 por spot-on-lawn frente a Listeria
innocua CLIST 2711 acrescido em diferentes aglicares. Legenda: Glicose® (1), Arabinose (2),
Galactose (3), Rafinose (4), Frutose (5), Xilose (6), Maltose (7), Ribose (8), Lactose (9), Glicose? (10),

Sacarose (11), Raminose (12).

Como observado na Tabela 7 e na Figura 4, a producéo de BLIS é dependente
da fonte de carbono utilizada. Ao utilizar os acucares arabinose (19.483 UA/mL),
maltose (18.740 UA/mL), ribose (18.088 UA/mL), galactose (17.691 UA/mL), glicose
(17.111 UA/mL) e frutose (16.983 UA/mL), estes promoveram efeito antibacteriano
expressivamente maior do que raminose (9.955 UA/mL), rafinose (6.116 UA/mL) e
lactose (4.241 UA/mL).

Como P. pentosaceus ndo consome xilose e nem sacarose, 0 efeito
antimicrobiano gerado foi semelhante ao obtido com apenas o meio de cultivo

LAPTg sem fonte de carbono (dado ndo mostrado).

5.4. Crescimento de P. pentosaceus ET34 utilizando hidrolisado de

bagaco da cana-de-aclcar como fonte de carbono

Inicialmente, verificou-se a viabilidade de crescimento de P. pentosaceus ET 34
utilizando HBC como fonte de carbono a diferentes diluicbes em meio LAPTg, a
temperatura de 37°C, com o pH do meio ajustado para 5,0 a 7,0 com HCI 1.0 N e/ou
NaOH 1.0. E possivel observar, conforme a Tabela 8, que a maxima concentragéo
celular de até 1,0x10° UFC/mL foi obtida em meio de cultivo contendo 20% (v/v)
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deste residuo em meio LAPTg. Por outro lado, na percentagem de 50% (v/v), a
concentragdo celular (2x10%® UFC/mL) foi nada menos que 94% menor do que no
controle sem a adicéo da fonte de carbono, enquanto em todas as outras diluices
foi maior — o que indica que, numa percentagem téo alta de hidrolisado, a presenca
de possiveis inibidores poderia ter fortemente inibido o crescimento celular de P.
pentosaceus ET34.

Com efeito, o HBC, além de glicose, xilose, arabinose e xilo-oligossacarideos
(Tabelas 10 e 11), que séo fontes de carbono facilmente utilizadas por bactérias
acido-laticas (Jain et al., 2014), contém também furfural e hidroximetilfurfural, que
podem ter sido responsaveis pela inibicdo do crescimento acima mencionada na
percentagem de 50% (v/v). Como relatado por Zhang et al. (2012), tais aldeidos
podem, de fato, agir na parede e na membrana celular prejudicando atividades
enzimaticas importantes e até mesmo a sintese de RNA de certos géneros de micro-
organismos. Resumindo, estes ensaios demonstraram que P. pentosaceus ET34 foi
capaz de crescer utilizando HBC como fonte de carbono no intervalo de 5 a 40%
(VIv).

Resultados preliminares indicaram que células de P. pentosaceus ET34 foram
capazes de consumir xilo-oligossacarideos (dados ndo mostrados). Neste ensaio,
células de ET34 crescidas apenas com LAPTg — ou utilizando este mesmo meio com
suplementacdo de 10% de bagaco hidrolisado — tiveram seus acgUcares totais
analisados. Na Tabela 9, observa-se que houve hidrélise de aproximadamente 5,8%
das arabinoxilanas, aumento do grupo acetila e de xilose o que comprova a hidrélise
dos xilo-oligossacarideos presentes no meio. Também houve o consumo de
aproximadamente 62,75% das glicanas, indicado ndo apenas pela diminuicdo deste
elemento como também pelo decréscimo de glicose e celobiose no meio. Apesar de
ser necessario repetir estes ensaios, pela primeira vez se comprova a capacidade de
células de Pediococcus pentosaceus consumirem XOS — o que abre caminho para

futuros estudos de simbidticos (combinacdo de prebidticos e probidticos).
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Tabela 8: Concentracdo celular de P. pentosaceus ET34 cultivado em hidrolisado de bagaco de

cana-de-agucar diluido em meio LAPTg como fonte de carbono por 24 h a 37 °C.

Percentagem
de HBC
(%, viv)

20

30

40

50

Concentracéo
celular
(UFC/mL)

3,3x10’

4,3x108

2,5x108

1,0x10°

1,05x108

9,0x10’

2,0x10°

Tabela 9: Dados preliminares* dos metabolitos produzidos a partir do consumo de 10 % HBC em
LAPTg por P. pentosaceus ET34 por 24 h a 37 °C.

*Analise realizada na Planta Piloto de Desenvolvimento de Processos do LNBR - CNPEM.

Concentracéo (g/L)

Componentes Nio
Inoculado

Inoculado
Arabionse 0,26 0,06
Glicose 0,00 0,00
Xilose 2,44 2,59
Celobiose 0,00 0,00
Acido Léatico 0,20 1,57
Acido férmico 0,16 0,23
Acido acético 0,31 0,50
Acido
levulinico 0,00 0,00
HMF 0,01 0,00
Furfural 0,00 0,00
Arabinoxilanas 2,66 2,51
Glicana 1,07 0,40
Grupos
acetilas 0,14 0,18




Tabela 10: Concentracao dos compostos presentes no hidrolisado de bagaco e cana-de-aclUcar ndo concentrado*.

I Glicose Xilose Celobio Arabino acllcfo ’acu:I.o HMF Furfu X0s Ag:.ucar ngrjma I
Identificacdo g/L g/L se gL se g/l acético  formico g/L ral g/L Livre Soluvel Diluigao
g/L g/L g/L g/L g/L
 ticor 0,60 499 0,00 0,70 1,60 016 019 1,09 0,78 6,29 2,80
Hidrotérmico 200
Licor 251 1325 0,00 0,75 2,98 019 006 1,64 000 1836
agucar total
Licor
hidrotermico 0,00 2,48 0,00 0,59 2,43 0,18 0,00 0,003 4,01 2,48 3,22
De.stoxl 100
Licor
agucar total 0,00 6,39 0,22 0,58 2,22 0,24 0,025 0,392 0,00 7,83 -
Destoxi
Fator de
conversio 0,9 0,88 0,947 0,88 0,717 - 1,286 1,375 - - - -
a polimero
Fator de
conversao - - - - 0,717 - 0,427 1,56 - - - -
a sacarideo

Tabela 11: Concentra¢@o dos compostos presentes no hidrolisado de bagacgo e cana-de-acUcar concentrado (amostra utilizada)*.

) . . Acido Acido Acido Lignina

Descricao Ara(tz;/llw)ose Gl(lgc/cl))se X(l'lﬁls)e Férmico Acético Tg'\;lll): Fu(g/lf)ral Levulinico  Soluvel
_ _ C20) (o) (g/) (o)
PPDP licor hidrotérmico 3,66 5,73 43,15 0,64 3,67 0,09 2,75 0,20 5,71
concentrado (mono + oligo) 3,65 570 43,02 0,64 3,68 0,09 2,75 0,20 5,61
Media 3,66 5,71 43,08 0,64 3,67 0,09 2,75 0,20 5,66
Desvio Padréao 0,01 0,02 0,09 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,08

PPDP licor hidrotérmico

2,08 1,89 25,40 0,11 220 0,10 0,00 0,00 9,04

concentrado (mono)

*Analise realizada na Planta Piloto de Desenvolvimento de Processos do LNBR - CNPEM.
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5.5. Producao de BLIS em diferentes concentra¢cdes de bagago da cana-

de-acucar

Apés delimitar a diluichdo do HBC para que ndo houvesse inibicdo no

crescimento celular, foi realizado um delineamento fatorial fracionado 24! (Tabela

12), com o objetivo de observar quais as melhores condicbes de temperatura,

concentracéo HBC, pH e agitacédo para obter a maior producéo de BLIS. Observa-se
que a maior atividade bactericida (12.550 UA/mL) foi obtida com 15% (v/v) de
hidrolisado, a 35°C, pH 5 e 200 rpm.

Tabela 12: Resultados do planejamento fatorial fracionado do tipo 2*! usado para a producédo de

substancia antimicrobiana utilizando hidrolisado de bagaco de cana-de-aglicar como substrato.

Ensaio (jcgﬂ(i:(:(larr](;[lﬁzgi?) Tempoeratura pH Agitagdo ant?rﬂ;/ci?ggi(;na
(%, VIv) (°C) (rpm) (UA/mL)
1 35 25 7 0 1.581
2 15 25 7 200 10.503
3 15 25 5 0 9.435
4 35 25 5 200 2.145
5 25 30 6 100 7.980
6 15 35 7 0 10.134
7 35 35 5 0 5.904
8 25 30 6 100 7.988
9 25 30 6 100 7.842
10 15 35 5 200 12.551
11 25 30 6 100 9.005

O Diagrama de Pareto (Figura 5) mostra que, apesar de a melhor condigao ter

ocorrido com agitacdo de 200

rpm,

esta variavel

independente nao foi

estatisticamente significativa para a producdo da substancia bactericida, o que é

comprovado por um p-valor > 0,05 (p = 0,834) no intervalo de confianca de 95%.



45

Pelo contrario, os p-valores das outras trés variaveis o foram, sendo o p-valor 0,026
para o pH, 0,000 para a concentracdo do HBC e 0,024 para a temperatura. Pelo fato
de o género Pediococcus ser anaerdbico facultativo, como a maioria das bactérias
acido-laticas, a agitacdo nao teve influéncia direta no crescimento celular, assim
como na producéo de BLIS.

Alguns trabalhos indicam que a producdo de BLIS ocorre na fase estacionaria
de crescimento, na qual ocorre deplecdo de oxigénio (Engelhardt et al., 2015; Porto
et al., 2017), enquanto em muitos outros falam-se das bacteriocinas como produtos
do metabolismo primario (Porto et al., 2017). Neste sentido, 0 presente estudo visa

também contribuir para esclarecer esta questao controversa.

Termo 318

AD

AB

AC

0 5 10 15 20

Efeitos padronizados

Figura 5: Diagrama de Pareto da atividade antimicrobiana em funcdo das variaveis independentes
pH, concentracéo de hidrolisado de bagaco de cana-de-aclcar, agitacdo e temperatura de acordo
com o planejamento fatorial 241, Legendas: A = pH; B = porcentagem (%) de HBC; C = Agitacdo; D =

Temperatura.

Com base nestes resultados, realizou-se um segundo planejamento
experimental do tipo 23 combinado com a metodologia de superficie de resposta
utilizando apenas as variaveis pH, temperatura de concentracdo do HBC — conforme
a Tabela 4. Os resultados obtidos demonstraram que as condicfes dos ensaios
realizados no ponto central (ensaios 15, 16 e 17) foram as melhores para a obtencéo
do BLIS, sendo as atividades antimicrobianas de 11.506, 12.944 e 14.416 UA/mL,

respectivamente. No entanto, a producdo de BLIS no ensaio 3 (12.435 UA/mI) foi
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apenas 4% menor, mas com a vantagem de que, nessas condi¢des, foi utilizada
concentracdo de HBC (5%) igual apenas a um terco daquela do ponto central. A
interacdo entre concentracdo do HBC e temperatura foi positiva e estatisticamente
significativa, mostrando um p-valor (0,028) menor do que 0,05 (resultados néo
mostrados).

Na Tabela 13 e na Figura 6, observa-se que, ao diminuir a concentracdo de
HBC até valores entre 5 e 10% (v/v), a atividade antimicrobiana foi expressiva (>
12.000 UA/mL) quando a temperatura de cultivo foi acima de 30 °C. Estudos
realizados em biorreator de tanque agitado demonstraram que a adigcado de sacarose
como fonte de carbono em valores de 9 ou 10 g/L resultou em diminuicdo da
producado de BLIS (Papagianni e Papamichael, 2014), demonstrando que 0 excesso
de certas fontes de carbono pode resultar em diminuicdo da producdo de BLIS.
Assim, para a realizagdo de ensaios em biorreator, foram selecionados valores
abaixo de 25% de HBC, para compor o meio de cultivo, dado que a producdo mais

expressiva de BLIS foi obtida nestas condicdes (Tabela 13).

Tabela 13: Resultado da atividade bactericida em UA/mL realizada a partir do planejamento
experimental do tipo 23 combinado com a metodologia de superficie de resposta para avaliar as
melhores condic¢des para a producéo do BLIS em hidrolisado de bagaco da cana-de-agucar.

Ensaio Ba%;/?(;o Tempoe(::ratura pH Aﬂ\gfn?ﬁe
1 5 25 55 9.384,5
2 25 25 55 1.2482
3 5 35 55 12.434,65
4 25 35 55 11.735,12
5 5 25 6,5 5.533,52
6 25 25 6,5 12.121,25
7 5 35 6,5 11.950,58
8 25 35 6,5 12.640,5
9 -1,33 30 6 10.238,81
10 31,33 30 6 10.512,5
11 15 21,835 6 6.962
12 15 38,165 6 8.580,5
13 15 30 5,1835 |8.778,125
14 15 30 6,8165 | 9.193,68
15 15 30 6 11.506,45
16 15 30 6 12.944,41
17 15 30 6 14.416,02
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Atividade
< 2000
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4000 - 000
&000 - BOOOD
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Bagago

Figura 6: Analise de superficie de resposta com 2 variaveis — temperatura (°C) e concentragdo do
HBC (%, v/v) — utilizando os resultados da atividade antimicrobiana obtidos a pH 6,0 de acordo com o
planejamento fatorial 23.

4

Figura 7: Halos da atividade do BLIS produzidas determinada por spot-on-lawn frente a Listeria
innocua CLIST 2711 para cada condicdo do planejamento experimental do tipo 23 combinado com a
metodologia de superficie de resposta.

Apesar de a variacdo de concentracdo do HBC ter demonstrado influéncia
sobre a producédo de BLIS, o crescimento de P. pentosaceus ocorreu em uma faixa
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de temperatura 6tima de crescimento entre 28 e 35 C° e de pH 6timo entre 5 e 8,
confirmando o observado na literatura (Porto et al.,, 2017; Papagianni e
Anastasiadou, 2009). Isso deve ser levado em consideracdo em futuros esforgos
para a producdo de BLIS, principalmente ao escalonar o processo a nivel industrial,

a fim de prover um processo economicamente viavel e iterativo.

5.6. Obtencdo de BLIS por P. pentosaceus ET34 utilizando HBC em

biorreator de bancada

O crescimento de P. pentosaceus ET34 e a produgéo de BLIS na presenca de
HBC em diferentes proporcdes volumétricas em relacdo ao meio LAPTg (0-25%)
também foram investigados em biorreator de bancada, operado em processo
descontinuo, em condi¢des anaerdbicas por 24 h.

Como controle, foi realizada uma fermentagéo utilizando apenas o meio de
cultivo LAPTg, acrescido de 10% (v/v) de inOculo. As sucessivas fermentacdes foram
conduzidas utilizando 5, 10, 15 e 25% (v/v) de HBC.

O meio fermentado obtido nesta ultima condicdo (25%) nédo levou a formacao
de halos de inibicdo quando testado frente as cepas bioindicadoras. Provavelmente,
devido ao fato de o HBC ser composto por um liquido bastante viscoso, que
apresenta pequenos sedimentos residuais e que, nesta concentracdo, deve ter
inibido o crescimento de P. pentosaceus ET34, assim como a sua propria producao
de BLIS (Figura 8), além do fato do volume dos compostos presentes no HBC, como
compostos fendlicos, o furfural e o HMF, que conferem toxicidade a micro-

organismos (Arruda et al., 2008).
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Figura 8: Imagem do processo em biorreator utilizando 25% de HBC mostrando o acUumulo de

residuos nas pas e na parede do biorreator.

Quanto as demais condi¢cdes avaliadas, foi observado o méaximo crescimento
celular e também a maior producdo de BLIS apdés a 102 hora de cultivo. As
concentracbes de 5 e 15% (v/v) mostraram resultados semelhantes quanto ao
crescimento de P. pentosaceus ET34 (média 6,0 x 105 UFC), enquanto o
crescimento utilizando 10% de concentracdo de HBC (v/v) apresentou o melhor
crescimento, com valor maximo de 3,0 x 10’ UFC. Como pode ser observado na
Figura 9, células de P. pentosaceus ET34 apresentaram um perfil de crescimento
semelhante as células de P. pentosaceus ATCC43200 conforme descrito por Porto,
2017, passando da fase log para estacionéria a partir de 8-10 horas de crescimento.
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Figura 9: Crescimento bacteriano em diferentes concentrag6es de HBC em biorreator.
Legendas: —&— Controle LAPTg sem adi¢céo de HBC (0%); —s—HBC na concentra¢do de 5%;
—#— HBC na concentracio de 10%; =d=HBC na concentrac¢io de 15%.

Para verificar a atividade antimicrobiana produzida pelas células ET34
crescidas em biorreator, foi realizada uma purificagdo parcial do BLIS utilizando
precipitacdo por sulfato de amdnio, como previamente descrito no item 4.10. De
forma bastante interessante, a atividade obtida frente a linhagem Listeria
monocytogenes ATCC 934 foi maior na condi¢cdo de 5-10% de HBC apoés 10 horas
de cultivo (35.721 e 32.761 UA/mL respectivamente) (Figura 10). Por outro lado, ao
utilizar Salmonella enterica CECT 724 como linhagem bioindicadora a maior zona de
inibicdo foi detectada pela amostra produzida com 15% de HBC (31.117 UA/mL)
(Figura 11).

Esta diferenca de atividade antimicrobiana pode ser devido a producdo de mais
de BLIS por Pediococcus pentosaceus ET34. A linhagem P. pentosaceus LIO5 teve
seu genoma sequenciado, sendo revelado que, além da pediocina, esta cepa possuli
gene que codifica a bacteriocina colicina V (Lv et al., 2014). Assim, esta diferenca
de atividade observada entre as linhagens bioindicadoras pode ser devido a
presenca de mais de uma bacteriocina produzida por esta linhagem e que,
dependendo da concentracdo de HBC 5-10% ou 15%, células de ET34 podem
produzir preferencialmente um tipo de BLIS. Vale ressaltar que, ao tratar estas
amostras com proteases, a atividade antimicrobiana frente & CECT 724 e a ATCC
934 foi interrompida, garantindo assim a natureza proteica do produto testado.

Para as analises estatisticas, os resultados foram submetidos a andlise de

variancia (ANOVA) utilizando-se o software Statistica, versdo 10 (TIBICO Software
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Inc., USA). Os resultados foram comparados usando-se o método de Turkey,

considerando-se a diferenca significativa de p-valor < 0,05.
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Figura 10: Quantificagdo da atividade antimicrobiana de BLIS (UA/mL) frente a Listeria
monocytogenes ATCC 934 proveniente dos cultivos realizados em biorreator utilizando diferentes
meios de cultivo seguido de uma purificacdo parcial por sulfato de ambnio. As letras mailsculas
indicam diferencas estatisticas correlacionando o meio de cultivo nos diferentes tempos pré-
determinados. As letras mindsculas comparam os meios de cultivo estudados dentro do mesmo
intervalo de tempo. Legendas:ControIe LAPTg sem adicéo de HBC (0%); IlHBC na concentracao
de 5%; [-1 HBC na concentracdo de 10%; EJHBC na concentracdo de 15%.
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Figura 11: Quantificacdo da atividade antimicrobiana de BLIS (UA/mL) frente a Salmonella enterica
CECT 724 proveniente dos cultivos realizados em biorreator utilizando diferentes meios de cultivo
seguido de uma purificagdo parcial por sulfato de amonio. As letras mailsculas indicam diferencas
estatisticas correlacionando o meio de cultivo nos diferentes tempos pré-determinados. As letras
mindsculas comparam 0s meios de cultivo estudados dentro do mesmo intervalo de tempo.
Legendas: Econtrole LAPTg sem adicéo de HBC (0%); IIHBC na concentracdo de 5%; [:] HBC na
concentracdo de 10%; ks HBC na concentracdo de 15%.

Sabe-se que o crescimento bacteriano, assim como a formacdo de produtos
metabolicos, esta diretamente ligados aos componentes presentes no meio. O
aumento ou a diminuicdo de nutrientes pode inibir ou estimular fendmenos de
regulacéo celular, permitindo assim que apenas ocorra a expressao ou repressao de
genes (Souza, 2015).

Nos experimentos realizados em bancada, a concentracdo final de LAPTg foi
sempre a mesma (1x), independentemente da porcentagem de hidrolisado de
bagaco adicionado. Nos cultivos realizados em biorreator, entretanto, ao utilizar a
condicéo de 15% (v/v) de HBC, foi adicionado 85% (v/v) de meio LAPT(g, enquanto a
de 5% (v/v) de HBC teve concentracao final de 95% (v/v) de LAPTg. Desde modo,
suplementar o meio com maiores concentracbes de HBC resultou em menor
fornecimento de fonte nitrogénio, uma vez que este LAPTg é rico em extrato de
levedura, triptona e peptona. Isso pode ter influenciado de alguma forma a producéo
do BLIS nas primeiras horas do processo, ao contrario do ocorrido em

concentracbes mais baixas, e também deve ter afetado a conformacdo dos
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aminoacidos, fazendo com que sua acéo tenha sido melhor contra a bactéria Gram-
negativa. Algumas BAL ndo possuem sistema proteolitico eficaz, o que leva a
necessidade de suplementacdo para as sinteses de peptideos e proteinas (Ummadi
e Curic-Bawden, 2010; Pleissner e Venus, 2016; Sabo et al.,, 2018). Meios
suplementados com fontes de nitrogénio demonstraram colaborar para o
crescimento celular e, consequentemente, melhoraram a producdo do BLIS,
independentemente da condicdo da fermentacdo ter sido sob anaerofilia ou
microanaerofilia, com ou sem agitacao (Azevedo et al., 2018).

Sendo assim, a P. pentosaceus ET34, ao ser submetida a diferentes condi¢des
de fornecimento de fontes de carbono e nitrogénio presentes no HBC, pode ter
produzido peptideos antimicrobianos distintos para cada processo fermentativo.

Novos estudos devem ser realizados para otimizar o processo de obtencao do
BLIS utilizando HBC, levando-se em consideracao as necessidades de acréscimo de
volumes maiores de fontes de nitrogénio, conforme a condi¢cdo que sera submetido
guanto a concentracdo de HBC e a cinética de producdo aprofundada, incluindo

diferentes valores de pH e a possibilidade de um bioprocesso sob microaerofilia.

5.7. Acdo de enzimas, EDTA e detergentes sobre a substancia

bactericida

Para comprovagdo da natureza proteica do composto antimicrobiano, nas
amostras da solucédo livre de células (SLC), foram acrescentadas solucdes de
tripsina, pepsina ou papaina na concentracdo de 1.0 mg/mL. Apds este tratamento,
nao houve formacdo de uma zona de inibicdo, o que demonstrou a natureza proteica
do composto antimicrobiano (Figura 12).

Para verificar a estabilidade da substancia antimicrobiana, as amostras foram
incubadas por 1 hora, a 30 °C, com diferentes sais ou detergentes em concentracdes
de 1,0% (m/v) ou 1% (v/v), respectivamente, usando SLC diluido, na mesma
proporcdo, em agua destilada — como controle. Apos este periodo, foi realizado o
teste antimicrobiano, utilizando a linhagem Listeria innocua CLIST 2711,
acrescentando-se 10 pl de cada diluicdo pela técnica spot-on-lawn. E possivel

observar, na Figura 13, as acfes individuais do BLIS e de cada sal ou detergente,



54

bem como a acdo combinada do BLIS contido no SLC e do mesmo sal ou
detergente sobre o crescimento do micro-organismo bioindicador.

A adicéo de Tween 80 a SLC levou ao aumento de cerca de 30% no diametro
do halo de inibicAo comparado a SLC usada individualmente, podendo ser o
resultado de um efeito sinérgico entre os dois compostos. Esse efeito sinérgico
também foi observado para SDS, Tween 20, Triton 100x e NaCl em combinacéo
com SLC. Com EDTA, apesar de ja apresentar pequeno efeito antimicrobiano na
concentracéo de 1,0% (v/v), o halo de inibicdo permaneceu praticamente 0 mesmo,
sugerindo que a concentragdo usada poderia ter sido insuficiente para se detectar
atividade antimicrobiana adicional. Além disso, o efeito do BLIS produzido por P.
pentosaceus ET34 foi bastante reiterado na presenca destes sais/detergentes,
sendo o erro percentual entre placas em triplicata aceitavelmente baixo (inferior a

6%) (resultados ndo mostrados), assim como observado para outras substancias

inibitérias do tipo bacteriocina produzidas por outras BAL (Todorov et al., 2011).

Figura 12: Efeito de 1.0% (m/v) tripsina na atividade antimicrobiana do BLIS de P. pentosaceus ET34
determinada por spot-on-lawn frente a Listeria innocua CLIST 2711. Legenda: (I) Solucdo livre de

células contendo BLIS + tripsina. (II) Solucéo livre de células contendo BLIS.
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Figura 13: Efeito de sais, detergentes e EDTA na atividade do BLIS de P. pentosaceus ET34
determinada por spot-on-lawn frente a Listeria innocua CLIST 2711. Em todas as placas foram
adicionadas: a direita apenas o BLIS, a esquerda o BLIS acrescentado as solugbes e no centro

apenas a solugéo que estava sendo testada.

5.8. Concentracao/purificagcdo parcial do BLIS

O BLIS produzido por P. pentosaceus ET34 foi concentrado por precipitacéo
com sulfato de aménio. A atividade antimicrobiana da substancia antimicrobiana
parcialmente purificada foi determinada por spot-on-lawn, usando-se a cepa Listeria
innocua CLIST 2711 como bioindicadora. Observou-se aumento expressivo no
diametro do halo de inibicdo comparado ao SLC sem tratamento com este sal
(Figura 14), que correspondeu ao incremento da atividade antimicrobiana de 12.944
para 14.593 UA/mL utilizando 40 % (m/v) do sulfato de aménio. Este efeito pode ter
sido o resultado ndo s6 da precipitacdo e da concentracdo das proteinas e, portanto,
também do BLIS, mas também da remocdo de acucares e lipideos que ficaram
solubilizados no sobrenadante.

O BLIS parcialmente purificado também apresentou atividade contra a Listeria
monocytogenes ATCC 934 e contra a bactéria Gram-negativa Salmonella enterica
CECT 724.

Existem, na literatura, diversos protocolos ja utilizados para a purificacdo de
bacteriocinas, nos quais sao utilizadas técnicas cromatograficas, como a HPLC, para

a etapa final de purificacdo (Sabo et al., 2014), mas esta técnica pode ser muito



56

eficaz e garantir rendimento de até 20% (Younas et al., 2017) no caso de solucbes
de bacteriocinas ja bastante puras. Em alternativa e/ou em combinacdo, o método
de Extragdo Liquido-Liquido em Sistemas Micelares de duas fases aquosas
(ATPMS) vem sendo desenvolvido para purificacdo destas moléculas, 0 que podera
levar ndo apenas a simplificagdo, mas também a eficacia do protocolo de purificacdo
(Sabo et al., 2014; Jozala et al., 2012; Liu et al., 1996).

Figura 14: Precipitacdo do BLIS em diferentes concentracdes de sulfato de aménio. Legenda: (l)

resultado obtido com concentracdo de 40%; (ll) resultado obtido com 60%; (lll) resultado com 20 %;

(IV) BLIS sem precipitagdo; e (V) sulfato de amdnio ndo demonstrou acdo quanto a inibicdo do

crescimento da bactéria bioindicadora.

6. CONCLUSOES

P. pentosaceus ET34 foi capaz de crescer utilizando fontes de carbono
presentes no hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar. Para maximizar a producao
do BLIS, foram realizados cultivos preliminares, de acordo com um planejamento
fatorial 241, variando a concentracdo do hidrolisado de bagaco de cana entre 15 e
35%, a agitacéo entre 0 e 200 rpm, o pH entre 5 e 7 e a temperatura entre 25 e 40
°C. Neste experimento, foi verificado que a agitacdo néo teve efeito significativo na
atividade do BLIS. Também foi possivel obter o BLIS com condicéo 6tima de cultivo
com a temperatura entre 25 e 35 °C e a concentracdo de bagaco 5-30 %,
considerando o valor fixo de pH 6,0 para o inicio do bioprocesso.

No estudo de superficie de resposta variando temperatura, pH e % de bagaco,

observou-se que a interacdo bagaco e temperatura foi sinergicamente favoravel em
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vista ao seu p-valor ser p < 0,05 (p-valor = 0,028). Tanto a condicdo de bagaco
hidrolisado a 5%, com temperatura de 35 °C, como altas concentracdes de HBC
(30%) e temperatura de 25 °C resultaram na producdo da substancia antibacteriana
> 12.000 AU/mL contra Listeria Innocua CLIST 2711.

A utilizagdo do hidrolisado de bagago de cana-de-aclUcar no processo para a
obtencdo do BLIS mostrou-se promissora, direcionando-se para novos estudos que
otimizem esse bioprocesso, relacionando as melhores condi¢cdes para o uso deste
residuo agroindustrial, atendendo a necessidade do micro-organismo envolvido,
buscando-se uma forma ecoldgica e econdmica de producdo. Ensaios em biorreator
permitiram observar a cinética de crescimento utilizando-se HBC entre 0 e 25% (V/v).
A maior producdo do BLIS ocorreu no tempo de 10 horas de cultivo, sendo que
provavelmente houve a producdo de mais de um BLIS por P. pentasaceus ET 34,
uma vez que houve atividades diferenciadas entre as linhagens bioindicadoras
Listeria monocytogenes ATCC 934 e Salmonella enterica CECT 724, ao utilizar o
produto BLIS parcialmente purificado, produzidas em 5-10% de HBC ou 15% de
HBC.

Ensaios realizados na presenca de enzimas proteoliticas demonstraram que o
BLIS presente no meio fermentado livre de células (SLC) tem natureza proteica.
Além disso, o BLIS manteve sua atividade na presenca de diferentes tipos de
detergentes, como Tween 20, Tween 80 e Triton 100, e sais, tais como o cloreto de
sadio, e mostrou até mesmo efeito sinérgico com o EDTA.

A concentracgéo e a purificagdo parcial do BLIS com sulfato de amdnio levaram
ao aumento expressivo no diametro do halo de inibicdo frente a cepa bioindicadora
Listeria innocua CLIST 2711 e ao incremento da atividade antimicrobiana de quase
13%. Os proximos esforcos serdo destinados a selecdo de uma técnica de
purificagdo parcial eficaz, baseada na Extracdo Liquido-Liquido em Sistemas
Micelares, que possibilite a posterior purificagédo completa do BLIS por HPLC.

A utilizacdo do HBC como potencial substrato para a producdo de BLIS néo
apenas apresenta uma nova perspectiva para a utilizacdo deste rejeito agroindustrial
de forma econdmica, como também abre novos caminhos para estudos de meios de
cultivos mais baratos e sustentaveis para obtencdo de moléculas oriundas de
fermentacdo utilizando a P. pentosaceus e outros micro-organismos. Também
podemos destacar a possibilidade de diminuir os custos para a producdo desta

bacteriocina sendo assim um importante passo para tornar este produto viavel
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economicamente. Este composto antimicrobiano pode ser uma alternativa natural
para a utilizacdo como conservantes alimentares e, num futuro proximo, pode
também ser utilizado em conjunto com outros farmacos para o tratamento contra a

micro-organismos nocivos devido & sua eficaz a¢éo bactericida.
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8. OUTRAS REALIZACOES NO PERIODO

Participacdo da Comissdo de Organizacdo do Ill Curso de Inverno em Tecnologia

Bioquimico — Farmacéutica, realizado no periodo de 7 e 11 de agosto de 2017,

Auxilio na execucéao dos experimentos e apresentacao do podster intitulado “Isolation and
identification of lactic acid bacterium which produces bacteriocin-like inhibitory
substances (BLIS) for fermentation in skim milk and soy milk” e participagdo no 29°
Congresso Brasileiro de Microbiologia, organizado pela Sociedade Brasileira de
Microbiologia (SBM) realizado no periodo de 22 a 25 de outubro de 2017 (ANEXO 1);

Auxilio na execucdo dos experimentos e apresentacdo como co-autora do poster
intitulado  “Production, partial purification and characterization of bacteriocin-like
inhibitory substances (BLIS) produced by Pediococcus spp.”, aceito para apresentagéo
na forma de poéster no 29° Congresso Brasileiro de Microbiologia, organizado pela
Sociedade Brasileira de Microbiologia (SBM) realizado no periodo de 22 a 25 de
outubro de 2017 (ANEXO 2);

Participacdo 2° Seminario Internacional de Bioprocessos, realizado em S&o Paulo no
dia 15 de Agosto de 2018 (ANEXO 3);

Apresentacdo do péster intitulado “Isolation and Identification of Lactic Acid Bacteria
Producing Bacteriocin-Like Inhibitory Substances (BLIS) from Milk Samples” aceito para
participacdo no 23° Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia realizado no periodo
de 22 a 31 de outubro de 2018 (ANEXO 4);

Apresentacdo como co-autora do péster intitulado “Bacteriocin-Like Inhibitory
Substances (BLIS) Production by Pediococcus petosaceus ET34 Using Hydrolyzed
Sugar Cane Bagasse as Carbon Source” e participagao no 23° Semana Farmacéutica
de Ciéncia e Tecnologia realizado no periodo de 22 a 31 de outubro de 2018 (ANEXO
5);

Curso: Gerenciamento de Residuos Quimicos promovido pela Comissdo Interna de
Seguranca Quimica e Biolégica da faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, realizado nos
dias 6 e 7 de novembro de 2018;
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e Conclusdo de 37 dos 25 créditos exigidos quanto as disciplinas no mestrado.

ANEXOS 1: Participagdo no 29° Congresso Brasileiro de Microbiologia em 2017 com o
poster "Isolation and identification of lactic acid bacterium which produces bacteriocin-like

inhibitory substances (BLIS) for fermentation in skim milk and soy milk ".

AUTHORS: VIEIRA, V. B.;, GIOSETTI, G.;, SILVA, T. M. S. ;, MENDES, M. A.;, ARAUJO, W. L.,
KUNIYOSHI, T.M.;, OLIVEIRA, R. P. S.:

INSTITUTIONS: 1-Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
SP. (Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 16 — Semi industrial, CEP 05508-000, S&o Paulo-SP, Brazil).
2- Escola Politécnica da Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, SP (Av. Prof. Lineu Prestes, 580,
Bloco 21, CEP 05508-000, Sdo Paulo-SP, Brazil). 3- Instituto de Ciéncias Biomédicas Il da
Universidade de S&o Paulo Av. Prof. Lineu Prestes, 1374, CEP 05508900, S&o Paulo-SP, Brazil).
ABSTRACT: Lactic-acid bacteria (LAB) are currently classified as part of the Gram-positive bacteria
group which produce high added value bioproducts for the food industry through their fermentation
process. The lactic acid is the largest metabolite produced by these bacteria even though other
compounds, namely acetic acid, ethanol, aromas (diacetyl and ketone), polysaccharides, specific
proteases or bacteriocins can also be produced. Bacteriocins are peptides described in the literature
for their antimicrobial properties against certain bacteria, protozoan, fungi and viruses. In this work,
bacteria were isolated from directly collected milk in Man, Rogosa and Sharpe (MRS) and M17 agar.
The isolate that showed an inhibition halo against Listeria innocua CLIST 2052 (FioCruz, Rio de
Janeiro, Brazil) was selected for identification via matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOFMS) and 16S rRNA gene sequencing. MALDI-TOFMS results
revealed that that the isolate belongs to the Lactococcus genus (Biotyper 3.1 score of 1.769).
Furthermore, 16S rRNA gene sequencing showed 99% identity to Lactococcus lactis. The
antimicrobial compound situated on the cell-free supernatant (CFS) treated with tripsin, papain or
pepsin (1mg/ml) did not exhibit an inhibition zone, which demonstrates the composite’s proteinaceous
nature. The CFS was precipitated with 40% ammonium sulfate and had its antimicrobial activity
improved, being analyzed in tricine-SDS-PAGE to better visualize the peptides. L. lactis cells ("106
CFU/mL) were cultivated in pasteurized 10% skim milk and soy milk at 37°C for 22 hours. The
acidification activity of each sample was monitored by Cinac system (Ysebaert, Frépillon, France).
Cells grown in soy milk showed Vmax (-103 pH units/min): 2.76 £ 0.1 and pH final: 4.69 = 0.04 h
whereas L. lactis cultivated in skim milk displayed Vmax(103 pH units/min): 1.44 + 0.2 and pH final:
6.36 £ 0.021 h after 22 hours of fermentation. Nevertheless, bacterial counts were quite similar
between the ones cultivated in skim milk (2.75x108 CFU/mL + 0.83) and in soy milk (3.5x108
CFU/mL+ 1.1). These results indicate that despite the fact that the acidification profile between skim
milk and soy milk were different, the final bacterial viability were quite similar. It could be explained due
to the different compounds present on these matrix.

Keywords: Bacteriocin-like inhibitory substances, Latic-acid bacteria, Cinac, skim milk, soy milk

Development.
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ANEXQOS 2: Participacdo no 29° Congresso Brasileiro de Microbiologia em 2017 com o
poster "Production, partial purification and characterization of bacteriocin-like inhibitory

substances (BLIS) produced by Pediococcus spp".

AUTHORS: KUNIYOSHI, T. M., VIEIRA, V. B., OLIVEIRA, R. P. S.

INSTITUTION: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, SP
(Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 16 — Semi industrial, CEP 05508-000, S&o Paulo-SP, Brazil).
ABSTRACT: One of today’s great challenges from the scientific area is the search of new compounds
in order to substitute antibiotics. Bacteriocins are peptides produced by a number of bacteria that
harbor bacteriostatic or bactericide effect over pathogenic and deleterious microorganism present in
industrial processes. The ones produced by lactic acid bacteria (LAB) present an interest on industry
as some of them are probiotic, therefore, acknowledged as safe on this field. A vast gamma of
lineages from Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus genera are known for producing
classes | and Il bacteriocins. In this context, the aim of this work was to study the BLIS production from
different lineages Pediococcus genus. This group is known for producing the class Il bacteriocin
named pediocin. The gene that codifies pediocin from these different lineages was sequenced and a
global alignment was performed based on the pediocin sequences already deposited in the databank
(GenBank). Upon the amino acid sequence analysis, it was possible to detect different aminoacid
residues in comparison to the commercial pediocin PA-1, being included the 42nd conserved cysteine
substitution with serine. The cell free supernatant (CFS) was obtained from each lineage of
Pediococcus spp., partially purified with ammonium sulfate precipitatation (40%) and purified in a
SepPak C18 column and later analyzed in tricine-SDS-PAGE. The inhibition spectrum from the
partially purified BLIS was determined using different Gram-Positive and Gram-Negative as
bioindicator lineages. Besides, it was verified that BLIS lost its antimicrobial activity when treated with
proteolytic enzimes (1mg/mL tripsin, papain or pepsin) but not when treated with a-amylase, lipase,
Triton X-100, SDS, Tween 20, Tween 80, Urea, NaCl and EDTA indicating the proteinaceous nature of
this compound. It was also evaluated the effect of different parameters (pH, temperature, agitation,
sugar cane vinasse supplementation) on BLIS productivity using fractional factorial designs and
rotational central composite design (RCCD).

Keywords: Bacteriocin-like inhibitory substances, Pediococcus spp., pediocin.

Agency: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo.
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ANEXOS 3: 2° Seminario Internacional de Bioprocessos.
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ANEXOS 4: Participacdo no 23° Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia em 2018
com o poster "Isolation and Identification of Lactic Acid Bacteria Producing Bacteriocin-Like

Inhibitory Substances (BLIS) from Milk Samples".

AUTHORS: VIVIANE BORGES VIERA (M), TAIS MAYUMI KUNIYOSHI (PD), RICARDO
PINHEIRO DE SOUZA OLIVEIRA.

Department of Biochemical and Pharmaceutical Technology / FCF-USP

INTRODUCTION AND OBJECTIVES

Lactic-acid bacteria (LAB) are currently classified as part of the Gram-positive bacteria group
which produce high added value bioproducts for the food industry through their fermentation
process. The Bacteriocins are peptides described in the literature for their antimicrobial
properties against certain microorganisms. The aim of this work was isolating LAB

bacteriocing-producers from milk samples and propose a pre-purification technic.

MATERIALS AND METHODS

Bacteria were isolated from the milk and planted directly on Man, Rogosa and Sharpe (MRS)
and agar M17. The isolate that showed zones of inhibition against Listeria innocua was
selected for identification of MALDI-TOFMS and sequencing of the 16S rRNA gene. The cell-
free supernatant (CFS) of the isolate was treated with proteolytic enzymes (1mg/ml),
moreover pre-purified by precipitation with 40% ammonium sulfate (SA) and analyzed on

SDS-PAGE tricine for visualization of peptides.

RESULTS AND CONCLUSIONS

Results MALDI-TOFMS revealed that the isolate belongs to Lactococcus genus (Biotyper 3.1
- score of 1.769). In addition, sequencing of the 16S rRNA gene showed 99% identity with
Lactococcus lactis. CFS treated with proteolytic enzymes did not exhibit a zone of inhibition
demonstrating its protein nature. The one precipitated with SA generated a pronounced
bandabout 2-5 kDa in tricine-SDS-PAGE which exhibit an effective antimicrobial activity
against Listeria innocua. These results demonstrated that LAB producers of bacteriocin from
the milk isolate were successfully obtained. Despite the fact that it is not possible to
determine that bacteriocin corresponds to this antimicrobial substance produced by

Lactococcus lactis, the compound has been shown to be a peptide.

Agency: CAPES; FAPESP.
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ANEXOS 5: Participacdo no 23° Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia em 2018
com o péster "Bacteriocin-Like Inhibitory Substances (BLIS) Production by Pediococcus

Petosaceus ET34 Using Hydrolyzed Sugar Cane Bagasse as Carbon Source".

AUTHORS: TAIS MAYUMI KUNIYOSHI (PD), VIVIANE BORGES VIERA (M), RICARDO
PINHEIRO DE SOUZA OLIVEIRA

Department of Biochemical and Pharmaceutical Technology/FCF-USP

INTRODUCTION AND OBJECTIVES

One of today’s great challenges from the scientific area is the search of new compounds in
order to substitute antibiotics. Bacteriocins are peptides produced by a number of bacteria
that harbor bacteriostatic or bactericide effect over pathogenic and deleterious
microorganism present in industrial processes. In this context, the aim of this work was to
study the BLIS production by Pediococcus pentosaceus ET34 using hydrolyzed sugar cane

bagasse as substrate.

MATERIAL AND METHODS

The gene that codifies pe diocin from ET34 was sequenced and a global alignment revealed
100% of identity with the commercial pediocin PA-1 sequence using ClustalW software. The
inhibition spectrum from cell free supernatant of ET34 was determined using different
bioindicator lineages through spot-on-lawn assay. Besides, it was verified that BLIS lost its
antimicrobial activity when treated with proteolytic enzimes (1mg/mL of tripsin, papain or

pepsin) indicating the proteinaceous nature of this compound.

RESULTS AND CONCLUSIONS

Experimental data revealed that the factors which influenced the BLIS production are:
hydrolyzed sugar cane bagasse concentration, temperature and pH. On the other hand, the
agitation did not affect BLIS production by ET34 cells under conditions tested. In order to
maximize BLIS production, cells should be cultivated with 15% sugar cane liquor at 35 °C
and pH 7.0. In conclusion, it was obtained successfully BLIS production by P. pentosaceus

ET34 using hydrolyzed sugar cane bagasse as carbon source.

Agency: FAPESP; CAPES.
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ANEXOS 6: Ficha do Aluno.

09/04/2019 Janus
Universidade de Sao Paulo
Brasil
Login
Aluno(a) lNUSP‘ 9030615 Nome: Viviane Borges Vieira ]
Viviane Borges Vieira
NUSP : 9030615
A Ficha do Aluno
Apresentagao
Curso Area NO Sequencial Situacao Visualizar
* Apresentagdo Especial Tecnologia de Fermentagdes (9134) 1 &
* Videos tutoriais > M do Te I de Fer coes (9134) 2 Prorrogago 2
Acesso piiblico S ¥ %
= Preparar para imprimir
e Janus - sistema Administrativo da Pés-Graduacio
+ Pessoa o~ ,,,%‘ ) ) .
S R g 1 Universidade de Sao Paulo
: E i Faculdade de Ciéncias Far éuti
Aluno regular Documento sem validade oficial
o igshadomatano FICHA DO ALUNO
* Bolsas
§ iEnissaodaidorimantos 9134 - 903061572 - Viviane Borges Vieira
* {Programalisp ifrends Email: vieira.vivianeb@usp br
* Validagdo de dados Data de Nascimento: 26/11/1984
+ PAE Cédula de Identidade: RG - 32.816.074-X - SP
Local de Nascimento: Estado de S3o Paulo
Matricula Nacionalidade: Brasileira
Gt . Graduacao: Bacharel em Farmacia - Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas - Sao Paulo -
Cartdes USF Brasil - 2010
* Avisos
« Mapa do site Curso: Mestrado
+ E-mails automaticos Programa: Tecnologia Bioquimico-Farmacé
+//Quem:S30 Area: Tecnologia de Fermentagdes
Data de Matricula: 16/03/2017
« Portal Alumni Inicio da Contagem de Prazo: 16/03/2017
Data Limite para o Depésito: 15/04/2019
Orientador: Prof(a). Dr(a). Attilio Converti - 16/03/2017 até 11/09/2018. Email: converti@unige.it
Orientador: Prof{a). Dr(a). Ricardo Pinheiro de Souza Oliveira - 12/09/2018 até o presente. Email:
psolive @usp.br
Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em 16/03/2017
Prorrogacio(oes): 30 dias
Periodo de 16/03/2019 até 15/04/2019
Data de Aprovagao no Fxame de
Qualificagdo: Aprovado em 11/05/2018
Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:
Data Maxima para Aprovagao da
Banca:
Data de Aprovagao da Banca:
Data Méaxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:
Histérico de Ocorréncias: Primera Matricula em 16/03/2017
Prorrogagao em 12/03/2019
Aluno matriculado no R daPo d USP (Resolugao n® 6542 em vigor de 20/04/2013 até 28/03/2018).

Ultima ocorréncia: Prorrogagio em 12/03/2019
Impresso em: 09/04/2019 16:53:35

https://uspdigital.usp.br/janus/alunoGeral/ficha/listaDeFichasDoAluno.jsf 1/2



09/04/2019

Janus

Fanus - sistema Administrativo da Pés-Graduagio

Universidade de Sao Paulo

Faculdade de Cié Far e
Documento sem validade oficial
FICHA DO ALUNO
9134 - 903061512 - Viviane Borges Vieira
sigla Nome da Disciplina Inicio  Término C292 cred. Freq. Conc. Exc. Situacao,
Horaria

FBTST25- Liofiizagio e suas Aplicagdes a ea 20052017 23072017 90 6 10 A N Conclida
T B e B e oS35 052017 0WOTI0T7 120 8 95 A N Conclida
FB"2’5§°&" i o de Expen oF i 030082017 111102017 90 6 10 A N Conclida

\p
AL de Bactérias Lilicas 180012018 210212018 45 3 10 A N Conclida
FBTSTT Topicos em imico-F 05032018 15/05/2018 30 2 10 A N Concluida
FBTST15- Complementos de Matemitica Apicada para Biotecnokogla 150052018 09/07/2018 120 & 10 A N Conclida
FBAST28 Aprimoramento Pedagogico 0102018 2910018 60 4 8 A N Conclida

| Créditos minimos exigidos |créditos obtidos
|Para exame de qualificagiolPara depésito da dissertacao|

Disciplinas: 0 25 37

Estagios:

Total: 0 25 37

Créditos Atribuidos a Dissertagao: 71

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado, T - Transferéncia.
Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Prorrogagao em 12/03/2019
Impresso em: 09/04/2019 16:53:35

Fale Conosco: pgfarma@usp.br | 2006-2011 - Pos-Gradi

30/USP | Regimento da Pos-Graduacio

https://uspdigital.usp.br/janus/alunoGeralfficha/listaDeFichasDoAluno.jsf
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ANEXOS 7: Curriculo Lattes.

Viviane Borges Vieira

Enderego para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/4377557196734358
Ultima atualizaggo do curriculo em 27/03/2018

Possui graduacdo em Farmacia pelo Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas(2010),
graduacdo em Biomedicina pelo Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas(2006) e
especializagdo em Gerenciamento de Projetos - Praticas do PMI pelo Centro Universitario Senac(2017).
Atualmente é da Universidade de Sdo Paulo. Tem experiéncia na area de Biotecnologia. (Texto gerado
automaticamente pela aplicacdao CVLattes)

Identificagao

Nome Viviane Borges Vieiragge
Nome em citagdes bibliograficas VIEIRA, V. B.
Enderego

Formacdo académica/titulagao

2017 Mestrado em andamento em?éalgg;a Eo&uifn?co-Fannac&E‘ca (égnceito CAPES 6;
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil. Orientador: .
2016 - 2017 Especializagdo em Gerenciamento de Projetos - Praticas do PMI. (Carga Horaria: 360h).

Centro Universitario Senac, SENAC/SP, Brasil.
Titulo: CEEM- Centro de Exceléncia Esportiva Mével - Simulagdo de Projeto Modelo PMI.
Orientador: Jodo Walter Saunders Pacheco e André Ricardi.

2007 - 2010 Graduagao em Farmacia.
Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas, FMU, Brasil.
2003 - 2006 Graduagao em Biomedicina.

Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas, FMU, Brasil.
Titulo: Botulismo por Intoxicacdo Alimentar.
Orientador: Pedro De Bellis.

Formagao Complementar
2014 - 2014 N FDA 21 CFR Parti1 e Validacdo de Sistemas Computadorizados Seguindo as Dire. (Carga B
horaria: 16h).
FIVE Validacao de Sistemas Computadorizados, FIVE, Brasil.

2013 - 2013 Método Légico para Redacdo Cientifica. (Carga horaria: 16h).
Instituto Butantan, IBU, Brasil.
2013 - 2013 Chromaster Ultra. (Carga horéria: 5h).
Merck Millipore, MERCK, Brasil.
2012 - 2012 Extensdo universitaria em Soros e Vacinas. (Carga horaria: 30h).
Instituto Butantan, I1BU, Brasil.
2012 - 2012 VI Curso Introdutério ao Programa de Aprimoramento Profissional. (Carga horaria: 60h).
Instituto Butantan, IBU, Brasil.
2012 -2012 1V Cursos de Politicas de Salde e o SUS - Parte 11. (Carga horaria: 20h).
Instituto Butantan, IBU, Brasil.
2012 -2012 VI Curso Introdutério da Divisao de Desenvolvimento Tecnoldgico e Producdo. (Carga

horaria: 80h).
Instituto Butantan, IBU, Brasil.

2012 - 2012 Manejo e Vias de Inoculagao em Animais de Laboratorio. (Carga horaria: 3h).
Instituto Butantan, IBU, Brasil.

2012 - 2012 1V Cursos de Politicas de Satide e o SUS - Parte 1. (Carga horaria: 20h).
Instituto Butantan, IBU, Brasil.

2011 - 2011 Excel Avancada. (Carga horaria: 40h).

SENAI - Departamento Regional de Sao Paulo, SENAI/DR/SP, Brasil.



2011 - 2011
2011 - 2011
2010 - 2010
2010 - 2010
2008 - 2008

2007 - 2007

Atuagao Profissional

81

Controle Estatistico do Processo - Avancado. (Carga horaria: 20h).

SENAI - Departamento Regional de Sdo Paulo, SENAI/DR/SP, Brasil.
Fundamentos de Controle Estatistico do Processo - CEP. (Carga horaria: 20h).
SENAI - Departamento Regional de Sao Paulo, SENAI/DR/SP, Brasil.
Planejamento, Programacdo e Controle da Produc@o - PPCP. (Carga horaria: 12h).
Gestori Consultoria Empresarial Ltda., GESTORI, Brasil.

Controle de Qualidade Aplicado a Insumos Farmacéuticos. (Carga horéria: 20h).
Servico Nacional de Aprendizagem Comercial - SP (SP), SENAC, Brasil.

Formacado de Auditores Internos da Qualidade 1SO 9001:2000. (Carga horaria: 8h).
Horizonte Consultoria, HORIZONTE, Brasil.

Microbiologia Geral. (Carga horaria: 60h).

Portal Farméacia, PORTAL FARMACIA, Brasil.

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional
2017 - Atual

Instituto Butantan, IBU, Brasil.

Vinculo institucional
2012 - 2013

Outras informagoes

Fundagao Butantan, FB¥, Brasil.

Vinculo institudional
2015 - 2015

Outras informacoes

Vinculo institucional
2014 - 2015

Outras informagoes

Vinculo institucional
2013 - 2014
Outras informagoes

Vinculo: , Enquadramento Funcional:

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Programa de Aprimoramento Profissional -
PAP, Carga horaria: 40

Programa de Aprimoramento Profissional na area de Produtos Bacterianos na producao da
Toxina Tetanica por meios fermentativos para posterior inativacdo e producéo de soro
antitetanico e vacina tetanica.

Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Analista da Qualidade ? Garantia da
Qualidade, Carga horaria: 40

Acompanhamento de processo produtivo para orientacdo as Boas Praticas de Fabricacdo.
Gerendamento de Controle de Mudancas. Gerenciamento de Desvios da qualidade e
liberag@o de produtos. Colaboracdo em auditorias de 6rgdos nacionais e internacionais.

Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Analista Escritdrio de Projetos, Carga
horaria: 40

Colaboragd@o nas rotinas gerais do setor, na organizagdo, no arquivo e na preparacao de
documentos. Conhecimento da rotina de Escritério de Projetos, com base na metodologia
PMI (PMBOK). Controle de Mudancas. Acompanhamento de reunides. Ponto de apoio para
assuntos internos

Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Tecnologista de Producao, Carga horaria: 40
Participagdo no comité de Controle de Mudancas. Controle de treinamentos e
documentacGes destes, apliciveis ao setor. Elaboracdo de procedimentos operacionais
padrao e respectivos formularios. Controle de documentacao de producao relativo ao
processo de fermentag@o biotecnoldgica da bactéria Clostridium tetani posteriormente
utilizada na vacina tetanica. Colaboragao nas rotinas gerais do setor, na organizacéo, no
arquivo e na preparacao de documentos.

Interteck Internacional Imp. Exp., INTERTECK, Brasil.

Vinculo institucional
2005 - 2010
Outras informacgoes

Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Aux. Laboratdrio, Carga horaria: 40
Implementacdo do Sistema de Gestdo da Qualidade. Auditorias internas. Padronizacdo do
processo de manuseio e embalagem de kits para diagndstico "in vitro". Melhorias de
processos no setor de logistica. Desenvolvimento e atualizacdes de embalagens e
instrucdes de uso dos produtos. Registro, renovacdes e revalidacdes de produtos perante
ANVISA de produtos para diagnéstico "in vitro". Esclarecimentos de dividas ao cliente
quanto ao produto e sua utilizagdo, inclusive em inglés. Elaboracdo de cartas, relatérios e
atas para direcdo, inclusive em inglés.

Delta Service Logistic Line Ltda, DELTA, Brasil.

Vinculo institucional



2011 - 2012
Outras informacoes

Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Responsavel Técnica, Carga horaria: 40
Elaboragao de manuais, procedimentos, instrugdes operadonais, conforme as Boas
Préticas de Fabricacdo, Armazenamento e Distribuicdo. Auditorias da érea operacional e
administrativas quanto a organizacdo e limpeza, bem como documentagdes pertinentes
para o cumprimento das normas de Boas Praticas. Acompanhamento de auditorias /
inspecdes externas. Responsavel pela armazenagem e processos de montagem de kits e
expedicao de produtos cosméticos e correlatos. Responsavel pela organizacdo de arquivo e
preparacdo de documentos referentes ao setor de qualidade. Orientagdo sobre processos
de qualidade para colaboradores.

Zambon Farmacéutica, ZAMBON, Brasil.

Vinculo institucional
2015 - 2017

Outras informacgoes

Projetos de pesquisa

Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Analista de Garantia da Qualidade, Carga
horaria: 40

Elaboragéo de Relatérios Periddicos de Produtos. Gerenciamento de Desvios da qualidade
e liberagdo de produtos. Elaboracdo de Procedimentos Operacionais Padrdo. Colaboragdo
em auditorias de 6rgdos nacionais e internacionais.

2017 - Atual

Areas de atuagao
1.

Idiomas

Caracterizacao termodinamica da bioproducdo de pediocina por Pediococcus pentosaceus
em residuos agroindustriais

Descricao: Bacteriocinas sao peptideos produzidos por varias espécies de bactérias e
apresentam propriedades antimicrobianas. Aquelas que sdo produzidas por bactérias
laticas tém um grande interesse pela indistria alimenticia e farmacéutica. Muitos fatores
podem influenciar a produg@o das bacteriocinas como aeragao, pH, temperatura e
composicao do meio de fermentagao. Neste sentido, mediante o emprego de residuos
agroindustriais como substratos em cultivos fermentativos, busca-se um melhor
aproveitamento desses residuos, que sao fontes altamente nutritivas e com grande
capacidade de promover alto rendimento na produgao de bacteriocina, diminuindo os
custos de produgéo desta molécula antimicrobiana a nivel industrial e atribuindo um
melhor destino final a esses residuos que podem ser prejudiciais ao meio ambiente se ndo
descartados de forma correta. Assim, o presente projeto tem como objetivo principal o
aproveitamento de residuos agroindustriais (vinhaca de uva e bagaco da cana-de-agticar
hidrolisado) como fontes renovaveis para a producdo biotecnoldgica de bacteriocina,
empregando a cepa Pediococcus pentosaceus ET 34 e posterior avaliacdo de suas
propriedades como aditivos. Desta forma, sera avaliada a influéncia da vinhaga de uva e
do bagaco da cana-de-aclicar hidrolisado na formulagdo de meios de cultivos alternativos e
naturais assim, como também, avaliar, com auxilio de um planejamento fatorial fracionado
a cinética e a Influéncia de variaveis relevantes nos cultivos conduzidos em agitador
rotativo. A bacteriocina de interesse (pediocina) sera recuperada, isolada e o seu efeito
antimicrobiano sera avaliado frente a cepas de bactérias indicadoras tais como:
Lactobacillus sakei ATCC 15521, Carnobacterium maltaromaticum CECT 4020, Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonnas aeruginosa ATCC 9027, Listeria innocua CLIST 2052, L.
innocua CLIST 2861, L. innocua CLIST 2871, L. innocua CLIST 2860, L. innocua CLIST
2873, L. innocua CLIST 2711, L. innocua CLIST 2865, L. innocua CLIST 2864, L. innocua
CLIST 2193, L. innocua CLIST 2863 e Staphylococus aureus CECT 239. Por fim, sera
realizado um estudo termodinamico sobre a producdo e a termoestabilidade da
bacteriocina, que se espera fornecer titeis indicagdes para seu potendial emprego
industrial..

Situacdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Mestrado académico: (1) .

Integrantes: Viviane Borges Vieira - Coordenador / Attilio Converti - Integrante / Ricardo
Pinheiro de Souza Oliveira - Integrante.

Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Blbtecnologia.

Inglés

Produgdes

Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, Lé Razoavelmente, Escreve Razoavelmente.
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Producgao bibliografica

Apresentacgoes de Trabalho

1.

VIEIRA, V. B.. Registro de Produtos para Saude. 2013. (Apresentacdo de Trabalho/Conferéncia ou palestra).

Eventos

1.

Participagao em eventos, congressos, exposigoes e feiras

290 Congresso Brasileiro de Microbiologia. Isolation and identification of lactic acid bacterium which produces bacteriocin-
like inhibitory substances (BLIS) for fermentation in skim milk and soy milk. 2017. (Congresso).

Organizagdo de eventos, congressos, exposigoes e feiras

VIEIRA, V. B.. III Curso de Inverno em Tecnologia Bioquimica-Farmacéutica. 2017. (Outro).

Inovagao

Projetos de pesquisa

Outras informagdes relevantes

Trabalho Voluntario Jeffreys Bay, Africa do Sul ? de 12/outubro a ©9/novembro de 2014. Teach Kids on the
Beach (You to Africa ?Y2A) Auxilio a professoras/cuidadoras, em projeto de ?Day Care?, com criangas
carentes entre as idades de 4 meses a 5 anos, com café da manhda e almo¢o- ajuda a alimenta-los ou
cozinhar -, limpeza dos utensilios, programa geral de higiene - lavar as maos e escovar os dentes ?
misicas e danca, auxiliar na rotina de aprendizado. Obs: As criancas nao falavam inglés, apenas
Afrikaans ou Xhosa. O inglés era praticado com as professoras/cuidadoras do projeto, outros voluntarios
e com os cidadaos do local.
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