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AVALIACAO DA ATIVIDADE DE MICOCINAS LIVRES E IMOBILIZADAS
OBTIDAS DE Wickerhamomyces anomalus FRENTE A COLIFORMES FECAIS

RESUMO

Wickerhamomyces anomalus é uma levedura produtora de micocinas, estas
substancias sdo glicoproteinas secretadas por algumas leveduras e possuem acéo
antimicrobiana com amplo espectro de atividade. Escherichia coli é a bactéria
predominante do grupo de coliformes, sua presenca na agua indica contaminagao
fecal, sendo utilizada como indicador em analises microbiolégicas de agua. Apesar
de pertencer & microbiota humana e animal pode ser patogénica, causando diversos
tipos de infeccdes. A imobilizacdo de células e substancias demonstra grande
potencial de aplicacdo biotecnoldgica em diversas areas. Desta maneira, este
trabalho objetivou avaliar a atividade de micocinas livres e imobilizadas, obtidas de
W. anomalus, frente as cepas de E. coli e coliformes fecais. Utilizou-se o método de
microdiluicdo em caldo para avaliar a acdo das micocinas livres, em diferentes
diluicdes, frente a 45 cepas multirresistentes de E. coli isoladas de amostras clinicas.
As micocinas foram imobilizadas em diferentes concentracdes de alginato de sodio e
cloreto de célcio, e testadas para verificar a atividade antimicrobiana frente a cepa
de E. coli ATCC25922 e coliformes fecais presentes em amostras de agua
contaminadas com fezes. As micocinas foram capazes de inibir todas as cepas
utilizadas na microdiluicdo em caldo, sendo que 100% das cepas foram inibidas
pelas micocinas utilizadas puras e, mesmo diluidas, as micocinas apresentaram
acdo inibitoria, a diluicdo de 1:2 inibiu 78,2% das cepas de E. coli multirresistentes. A
concentracdo de alginato de sodio influenciou no formato dos granulos obtidos na
imobilizacéo, resultado n&o observado ao variar a concentracéo de cloreto de calcio.
As micocinas imobilizadas com alginato de sd6dio a 2% e CaCl, 0,2 mol/L
apresentaram melhor atividade antimicrobiana frente & cepa de E. coli ATCC25922.
Os coliformes fecais foram inibidos pelas micocinas imobilizadas apés 48h de
incubacdo. Em sintese, neste estudo, as micocinas foram hébeis em inibir E. coli e
coliformes presentes em amostras de adgua contaminada com fezes. Considerando
a probleméatica de cepas multirresistentes a antibiéticos e a necessidade de novas
alternativas para melhorar a qualidade da agua e efluentes de esgoto, tais
resultados demonstram uma possivel aplicacdo como alternativa para agente
antimicrobiano.

PALAVRAS-CHAVE: W. anomalus, micocinas, imobilizacdo, E. coli, alginato de
sodio.
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EVALUATION OF THE ACTIVITY FREE AND IMMOBILIZED MYCOCINS

OBTAINED FROM Wickerhamomyces anomalus AGAINST FECAL COLIFORMS

ABSTRACT

Wickerhamomyces anomalus is mycocin-producing yeast, these substances are
glycoproteins secreted by some yeasts and have antimicrobial action with broad
spectrum of activity. Escherichia coli is the predominant bacterium of the coliform
group, its presence in the water indicates fecal contamination, being used as
indicator in microbiological analyzes of water. Although belonging to the human and
animal microbiota can be pathogenic, causing various types of infections. The
immobilization of cells and substances shows great potential of biotechnological
application in several areas. In this way, this work aimed to evaluate the activity of
free and immobilized mycocins, obtained from W. anomalus, against strains of E. coli
and fecal coliforms. The broth microdilution method was used to evaluate the action
of the free mycocins, in different dilutions, against 45 multiresistant strains of E. coli
isolated from clinical samples. Mycocins were immobilized at different concentrations
of sodium alginate and calcium chloride and tested for antimicrobial activity against
E. coli strain ATCC25922 and fecal coliforms present in fecal contaminated water
samples. The free mycocins were able to inhibit all the strains used in the broth
microdilution, with 100% of the strains being inhibited by the pure used mycocins
and, even when diluted, the mycocins showed an inhibitory action, the dilution of 1:2
inhibited 78.2% of the multiresistant strains of E. coli. The concentration of sodium
alginate influenced the shape of the granules obtained in immobilization, a result not
observed when the calcium chloride concentration varied. The mycocins immobilized
with 2% sodium alginate and 0.2 mol/L CaCl, showed better antimicrobial activity
against E. coli strain ATCC25922. Fecal coliforms were inhibited by immobilized
mycocins after 48h of incubation. In summary, in this study, mycocins were able to
inhibit E. coli and coliforms present in samples of water contaminated with feces.
Considering the problem of multiresistant strains of antibiotics and the need for new
alternatives to improve water quality and sewage effluents, these results demonstrate
a possible application as an alternative to antimicrobial agents.

Key words: W. anomalus, mycocin, immobilization, E. coli, sodium alginate.



INTRODUCAO

Micocinas sao glicoproteinas secretadas por algumas leveduras, as quais sado
denominadas leveduras killer ou micocinogénicas. Esta caracteristica é considerada
como um mecanismo de competicdo na natureza, utilizado como estratégia de
sobrevivéncia das leveduras produtoras de micocinas, visto que, as micocinas s&o
capazes de inibir o desenvolvimento de outros microrganismos competidores
presentes no meio ambiente.

Wickerhamomyces anomalus € uma levedura produtora de micocinas, sendo
isolada de humanos, insetos, plantas, animais, alimentos, solos e ambientes
aquaticos. A acao das micocinas, produzidas por esta levedura, possuem amplo
espectro, inibindo o desenvolvimento de outras leveduras, fungos, bactérias e
parasitas. Devido as suas caracteristicas de desenvolvimento e a producédo de
micocinas, W. anomalus se destaca, podendo ser utilizada em diversos processos
ligados a biotecnologia, biocontrole e clinico.

Para avaliar a qualidade microbiolégica da agua e de alimentos, verifica-se a
presenca de microrganismos indicadores de contaminacao, Escherichia coli € uma
bactéria Gram-negativa, pertencente a flora microbiana de humanos e animais, sua
presenca na agua é um indicativo de poluicéo fecal, sendo utilizada como indicador
em testes de controle de qualidade microbiolégica da agua e alimentos. Apesar de
pertencer a microbiota, pode se tornar patogénica, causando diversas infeccoes,
sendo que os efeitos que pode causar a populacdo sédo considerados de grande
importancia, levando em conta, principalmente, a veiculacdo de doencas através da
agua, afetando diretamente a satde publica.

O processo de imobilizacdo € um método de aprisionamento, o qual possui
vantagens, tais como: protecdo e estabilidade das células, enzimas e compostos
imobilizados. Varias substancias podem ser utilizadas, dentre elas, o alginato de
sédio, um polimero muito utilizado para esta técnica. A imobilizagdo de células,
enzimas e compostos bioativos possui grande potencial de aplicagéo biotecnolégica,
sendo empregados em processos industriais, clinicos e de biocontrole.

Considerando o0 efeito danoso causado pelas micocinas a outros
microrganismos, e a necessidade de novos agentes antimicrobianos em diversas
areas de aplicacdo, a avaliacdo da atividade antimicrobiana de micocinas livres e
imobilizadas se torna uma alternativa de grande interesse a respeito desta

problematica.



OBJETIVOS
Objetivo geral

— Avaliar a atividade de micocinas livres e imobilizadas obtidas de

Wickerhamomyces anomalus.

Objetivos especificos

— Obtencado de micocinas a partir de sobrenadante da cultura da cepa W.
anomalus WAA40;

— Avaliacdo da atividade antimicrobiana das micocinas presentes no
sobrenadante da cultura de W. anomalus frente as cepas de
Escherichia coli;

— Imobilizacdo das micocinas presentes no sobrenadante da cultura de
W. anomalus utilizando alginato de sodio e cloreto de calcio;

— Avaliacdo da atividade antimicrobiana das micocinas imobilizadas em
alginato de célcio frente a E. coli;

— Avaliacdo da atividade antimicrobiana das micocinas imobilizadas em

alginato de calcio frente aos coliformes fecais.



REVISAO BIBLIOGRAFICA
Micocinas

As leveduras sdo seres unicelulares eucaridticos pertencentes ao Reino
Fungi, encontradas em diferentes ambientes naturais, tanto aquaticos, terrestres,
particulas no ar, animais e, inclusive, na microbiota humana, possuem capacidade
de assimilacdo de varios compostos organicos, o que garante sua sobrevivéncia
nestes ambientes. Sao consideradas de grande importancia em muitos
ecossistemas complexos, atuando como colonizadores iniciais de substratos,
decompositores na natureza e possuem uma grande aplicabilidade em diversos
processos biotecnolégicos e de biocontrole (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011).

Algumas leveduras possuem a capacidade de secretar substancias de
natureza proteica e com atividade antimicrobiana, as quais causam a morte de
microrganismos do mesmo género, espécie ou de outras espécies. Este tipo de
substancia € denominada de micocina, toxina killer (BENDOVA, 1986) ou ainda,
zimocina (WEMHOFF; KLASSEN; MEINHARDT, 2014).

As leveduras capazes de produzir micocinas se distribuem em varios
ambientes na natureza, podendo ser encontradas no solo, plantas, sedimentos,
aguas, animais, insetos, e também nos seres humanos (CABRAL et al., 2009;
BUZDAR et al.,, 2011; KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011; VALZANO et al.,
2016). As micocinas possuem efeito deletério a outros microrganismos sem a
necessidade de contato direto de célula a célula (GOLUBEV, 1998), porém, as
condi¢cdes para que ocorra a producdo e acdo das micocinas é dependente de
alguns fatores, tais como valores de pH e temperatura, sendo observado ser mais
ativa em meios acidos e inativadas em altas temperaturas (MAGLIANI et al., 1997;
SANTOS; MARQUINA, 2004; GOLUBEYV, 2006; LIMA et al., 2007).

Micocinas séo glicoproteinas com peso molecular que varia de 18 a 300 kDa,
dependendo da espécie produtora (SOARES; SATO, 2000), seu poder de acéo é
principalmente relacionado contra outras leveduras, que possuem receptores para
esta toxina (MUCCILLI; RESTUCCIA, 2015) porém, possuem efeito contra outros
microrganismos, tais como, as bactérias (COMITINI et al., 2005).

O reconhecimento e acdo das micocinas causam a morte de outras células
microbianas que s&o sensiveis, estes mecanismos se diferem entre as micocinas
produzidas (MARQUINA; SANTOS; PEINADO, 2002). De acordo com Starmer e

Lachance (2011), o modo de ag¢do das micocinas € ocasionado pela alteracdo do
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gradiente idnico, afetando a célula do microrganismo sensivel, o qual pode ocorrer
por 4 diferentes mecanismos: (1) ruptura da membrana plasmatica, causando a
formacdo de canais, aumentando a permeabilidade e saida de ions; (2) inibicdo da
sintese de DNA; (3) inibicao da sintese de B-1,3-glucano e (4) impedimento do ciclo
celular na fase G1.

A relacdo com a célula sensivel, absorcéo e subsequente efeito danoso difere
entre as micocinas produzidas, dependendo das condicfes especificas de cada
levedura, variando conforme o género, espécie e ou linhagem do microrganismo
produtor (MAGLIANI et al., 1997; BUZZINI;, TURCHETTI; VAUGHAN-MARTINI,
2007).

Apébs a descoberta da producdo de micocinas em Saccharomyces cerevisiae
por Bevan e Makower (1963), estudos em leveduras que secretam estas
substancias no ambiente indicaram que esta caracteristica € um modelo de
competicdo biolégica e a acdo pode afetar outros fungos, leveduras e bactérias
(GOLUBEV, 2006; CAPPELLI et al., 2014).

Leveduras que secretam micocinas sao denominadas leveduras killer ou
micocinogénicas, e séo caracterizadas conforme seu espectro de morte sobre outras
cepas, levando em conta a sensibilidade e resisténcia destes microrganismos para
as micocinas secretadas (GOLUBEV, 1998; SCHMITT; BREINIG, 2002; CHEN et al.,
2000). Os microrganismos sensiveis possuem receptores especificos na parede
celular, mediando a atividade killer, a qual os danifica, sejam estes da mesma
espécie ou de outra, porém cepas produtoras de micocinas sdo imunes ao seu
efeito, mas podem ser sensiveis as toxinas de outros microrganismos (BEVAN;
MAKOWER, 1963; SCHMITT; BREINIG, 2002). Leveduras neutras se caracterizam
por ndo produzirem micocinas e ndo serem susceptiveis a elas. Outro fato
interessante a respeito deste fenbmeno é de que cepas que produziam micocinas e
perderam esta caracteristica continuaram imunes a elas (SCHMITT; BREINIG,
2002).

A producado de micocinas ja tem sido relatada em varias outras espécies dos
demais géneros de leveduras dos filos Ascomycota e Basidiomycota, além da
espécie S. cerevisiae, a primeira a ser estudada. Estes microrganismos produtores
de micocinas podem ser isolados de diferentes habitats em varias regiées do
mundo, sendo o0s mais destacados dos géneros: Saccharomyces, Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia, Williopsis,

Zygosacchoromyces, Hansenula, Kloeckera, Metschnikowia, Rhodothorula,
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Schwanniomyces, Torulopsis, Ustilago e Zigowilliopsis (CHEN et al., 2000;
SCHMITT; BREINIG, 2002). A producdo de micocinas pode ser considerada como
estratégia de sobrevivéncia no ambiente, a qual representa vantagem para a
espécie entre espécies competidoras no mesmo hébitat (CAPELLI et al., 2014),
habilitando as leveduras produtoras a serem grandes competidores e impedindo o
desenvolvimento de outros microrganismos pela liberagdo de micocinas no meio
(STOLL et al., 2005).

Wickerhamomyces anomalus, denominada antigamente por Pichia anomala e
Hansenula anomala, € uma levedura considerada ndo patogénica, pertencente ao
filo Ascomycota, classe Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales e familia
Saccharomycetaceae, desenvolve-se facilmente em diferentes condicbes de
temperatura, osmolaridade e pH, sendo isolada de insetos, plantas, animais,
humanos, alimentos, solo e ambientes aquéticos. Algumas cepas desta levedura
possuem atividade antimicrobiana, pois sédo capazes de produzir micocinas que
inibem o crescimento de varios microrganismos patogénicos, tais como: leveduras,
fungos filamentosos, bactérias e parasitas (WALKER; MCLEOD; HODGSON, 1995;
FREDLUND et al.,, 2002; KURTZMAN; ROBNETT; BASEHOAR-POWERS, 2008;
STARMER; LACHANCE, 2011; WALKER, 2011; CAPELLI et al., 2014; VALZANO et
al., 2016). Devido ao amplo espectro de atividade antimicrobiana e grande
estabilidade, as micocinas de W. anomalus possuem aplicabilidade em processos da
industria alimenticia, biocontrole agricola e na area clinica (MAGLIANI et al., 1997;
PASSOTH et al., 2006; WALKER, 2011).

As leveduras produtoras de micocinas possuem caracteristicas que
possibilitam a aplicacdo em varios processos biotecnolégicos ligados a alimentos,
racoes, biopreservacdo e fermentacdo (MARQUINA; SANTOS; PEINADO, 2002;
STARMER; LACHANCE, 2011; SCHNEIDER et al., 2012).

Aplicacfes de micocinas na industria alimenticia

Leveduras que apresentam a produgdo de micocinas tém sido utilizadas na
industria alimentar para diferentes fins, a maioria das aplicacbes é destinada para
controlar a fermentagéo, conferindo uma melhoria na qualidade do produto final
(LLORENTE et al., 1997; COMITINI et al., 2005; MAQUEDA et al., 2012; ORO et al.,
2013; MEHLOMAKULU; SETATI; DIVOL, 2014). Ullivarri, Mendoza e Raya (2014)

verificaram que uma cultura mista composta de S. cerevisiae CF8 e
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Wickerhamomyces anomalus CF20 foi utilizada como agente de biocontrole no
processo de vinificacdo, tendo como resultado uma inibicdo do crescimento de
microrganismos alteradores de propriedades aromaticas e quimicas do vinho,
conferindo ao produto melhores caracteristicas organolépticas.

Colaborando com esta visdo, as micocinas podem ocasionar uma prevengao
de efeitos indesejaveis em produtos, tais efeitos causados por outras leveduras
durante o processo de fermentacdo. O bom rendimento da acdo de micocinas
nestes processos é observado, uma vez que possuem vantagem competitiva sobre
as leveduras que atuam no processo de fermentacdo alcéolica (CECCATO-
ANTONINI; TOSTA; SILVA, 2004).

Considerando ainda a aplicacdo de micocinas em processos fermentativos,
na producdo de vinhos, as mesmas podem proporcionar um meétodo alternativo para
a prevencao do crescimento indesejado de outras leveduras, sendo uma alternativa
a adicdo de dioxido de enxofre no processo de vinificacdo (YAP et al., 2000; CIANI;
FATICHENTI, 2001). Santos et al. (2009) verificaram que a micocina PMKT2
produzida pela levedura Pichia membranifaciens CYC 1086 foi capaz de inibir
Brettanomyces bruxellensis num processo fermentativo, ndo causando danos a
levedura Saccharomyces cerevisiae (responsavel pela fermentacdo), a qual foi
resistente a micocina, indicando que PMKT2 é uma forte candidata como agente
antimicrobiano em fermentagOes, para evitar o desenvolvimento de levedura n&o
desejada, sem danificar a espécie fermentadora. O mesmo efeito sobre as leveduras
testadas foi verificado pelas micocinas produzidas por Ustilago maydis, tal que, a
sua atividade de controle biolégico foi comprovada na producdo e condi¢cdes de
envelhecimento de vinhos, j& que pequenas concentracdes de micocinas diminuiram
a sintese de fendis volateis, produzidos por B. bruxellensis, tais compostos sao
responsaveis por mudancas no aroma do produto (SANTOS et al., 2011).

Lowes et al. (2000) relatam gque a micocina denominada HMK, produzida pela
levedura Williopsis mrakii atuou como agente de biocontrole durante o processo de
fabricacdo de iogurtes, esta micocina demonstrou atividade inibitoria sobre varias
espécies de leveduras deteriorantes, conferindo uma acao de maior eficacia do que

0s conservantes utilizados na industria.
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Micocinas com aplica¢cdo no biocontrole agricola

O papel de leveduras produtoras de micocinas na agricultura como agentes
de biocontrole € ainda recente e necessita ser explorada. Varios estudos vém sendo
realizados para conhecer e descobrir 0 efeito de micocinas sobre microrganismos
causadores de véarias doencas em plantas de importdncia agricola. Devido a
necessidade de novos agentes biolégicos e procura por produtos saudaveis e
naturais, € dada uma atencdo maior sobre a seguranca e qualidade destes produtos.
Cabral et al. (2009) relataram a atividade inibitéria da levedura killer Dipodascus
capitatus frente ao fungo causador da doenca vassoura-de-bruxa, Moniliophthora
perniciosa, que acomete plantacbes de cacau na regido amazobnica. Em outro
trabalho, utilizaram-se as micocinas produzidas por Pichia membranifaciens CYC
1106 sobre Botrytis cinerea, agente causador do mofo cinzento em plantas, o
sobrenadante contendo micocinas exerceu um efeito fungicida sobre B. cinerea,
sendo que as vinhas tratadas ndo apresentaram os sintomas da doenca (SANTOS;
MARQUINA, 2004).

A utilizacdo de micocinas como agentes de biocontrole € possivel devido a
sua acao antimicrobiana, podendo ser citado o Cryptococcus albidus, como uma
alternativa aos fungicidas quimicos contra fungos pés-colheita de frutas
armazenadas (FREDLUND et al., 2002).

Rosa-Magri, Tauk-Tornisielo e Ceccato-Antonini (2011) relataram que, além
da competicdo por nutrientes, a levedura Torulaspora globosa produz micocinas,
estes mecanismos controlaram o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos
causadores de antracnose em sorgo, e este tipo de acdo capacita a utilizacdo para
controle biolégico, porém os pesquisadores ressaltam a importancia de mais
analises sobre as micocinas produzidas para verificacdo de seus mecanismos de
acao.

Walker, Mcleod e Hodgson (1995) relatam a acdo in vitro de micocinas
oriundas de S. cerevisiae sobre o crescimento de diversos fungos fitopatogénicos,
responsaveis por doencas em plantas e deterioracdo de madeira, e explicam que a
acdo das micocinas ocorre devido a lise celular ocasionada nas células dos

microrganismos sensiveis.
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Aplicacdo de micocinas sobre agentes patogénicos

Magliani et al. (2004), relatam a necessidade de desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos devido ao aumento de microrganismos patogénicos
resistentes as drogas antimicrobianas. As micocinas apresentam um grande
potencial e sdo consideradas fontes naturais de propriedades antimicrobianas contra
agentes patogénicos, devido a sua ampla acéo inibitéria contra fungos e bactérias,
0S quais sdo causadores de infeccbes em animais e humanos (MUCCILLI;
RESTUCCIA, 2015). Paris et al. (2016) verificaram que micocinas obtidas de W.
anomalus apresentaram baixa atividade citotoxica quando analisaram 0s extratos
em contato a eritrocitos obtidos de um individuo saudavel, e também apresentaram
acdo inibitoria frente a diversas cepas patogénicas de C. albicans. Desta maneira, as
micocinas podem ser uma alternativa para o desenvolvimento de novos farmacos
com aplicacdo em dermatofitoses cronicas e severas (CARNEIRO et al., 2009).

As micocinas obtidas de Pichia anomala ocasionaram efeito danoso sobre
cepas do género Candida spp., inibindo o desenvolvimento destas leveduras
patogénicas, um resultado de grande importancia, jA que espécies deste género sao
os maiores causadores de doencas flingicas (IZGU et al., 2007).

A acgdo de diferentes micocinas pode ser utilizada como marcador
epidemioldgico de leveduras, sendo utilizado para verificar a origem e disseminacao
em populacdes diversas, assegurando o conhecimento preciso das leveduras
presentes nas infec¢des fungicas. Polonelli et al. (1983) preconizaram o método
conhecido como Sistema Killer, esta técnica de biotipagem basea-se na
sensibilidade de cepas de Candida albicans frente as micocinas produzidas por 9
espécies pertencentes aos géneros Pichia e Hansenula. O emprego desse método
auxilia na compreensdo do fenétipo de leveduras quanto a diversidade dos
microrganismos isolados estabelecidos em uma dada infeccdo flngica ou envolvidos
na colonizacdo de um sitio anatdmico (RIBEIRO et al., 2011). Também pode
estabelecer a fonte de origem da infeccdo, bem como, controlar e acompanhar as
infeccbes fangicas nosocomiais (CANDIDO et al., 1995).

Ribeiro et al. (2011) conseguiram mapear o comportamento epidemiolédgico
de amostras de C. albicans envolvidas no processo de colonizagédo da boca de
criangas com e sem Sindrome de Down e também nos pais ou responsaveis pela

cromossomopatia. Buzzini, Turchetti e Vaughan-Martini (2007) ressaltam ainda que
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este método € uma ferramenta simples, barata, sensivel e reprodutivel para
biotipagem de microrganismos de importancia clinica.

Como relatado anteriormente, o espectro de acao de micocinas pode ocorrer
sobre fungos e bactérias, a micocina RY55 produzida por Pichia
kudriavzevii exerceu atividade inibitoria sobre varias bactérias patogénicas de
importancia clinica e saude humana, tais como: E. coli, Enterococcus faecalis,
Klebsiella sp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas
alcaligenes (BAJAJ; RAINA; SINGH, 2013).

Coliformes Fecais

A qualidade microbiolégica da agua e de alimentos pode ser mensurada
através da presenca de indicadores bacterianos, como os coliformes (NOBLE et al.,
2003). Estes microrganismos sao utilizados como parametro e séo divididos em
coliformes totais e fecais. Os coliformes fecais, também denominados como
termotolerantes, podem apresentar espécies de bactérias de trés
géneros: Escherichia, Klebsiella e Enterobacter (KAGKLI et al., 2007). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (2011), a presenca de coliformes, patdgenos
oriundos das fezes de humanos e animais, é o principal indicador para verificar a
qualidade da agua, sendo que estes microrganismos representam um perigo a
populacao e indicam a possivel presenca de outros microrganismos causadores de
problemas a saude, quanto maior o niumero de coliformes em uma amostra, maior a
chance da presenca de microrganismos patogénicos.

Escherichia coli € a bactéria predominante do grupo de coliformes fecais, sua
presenca na agua significa contaminacéo fecal, devido a isto, € considerada um
indicativo determinante em testes de controle de qualidade microbiolégica da agua e
efluentes (WEINTRAUB, 2007; WHO, 2011). Esta bactéria Gram-negativa,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, € encontrada na microbiota intestinal,
sendo eliminada nas fezes de humanos e de animais. Mesmo sendo pertencente a
flora microbiana, E. coli € responsavel por varias infec¢des, tais como infecgbes do
trato urinario, septicemia, gastroenterite, pneumonia e meningite. Desta maneira,
pode ser categorizada como patogénica extraintestinal, enteropatogénica e
comensal. E também responséavel por diversos surtos de diarreia, principalmente em
criancas (KAPER et al., 2004; LUES et al., 2007; FREITAS et al., 2013; ATIDEGLA
et al., 2016).
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Outro ponto relacionado a patogenicidade de cepas de E. coli é a resisténcia
a antibidticos, desta maneira, € de grande importancia a descoberta de novas
alternativas de agentes antimicrobianos para tratar e prevenir infeccdes por esta e
outras bactérias (CHEN et al 2015).

Considerando que os estudos de compostos antimicrobianos secretados por
leveduras estejam ainda numa fase de desenvolvimento, explorar e elucidar a
atividade de tais compostos, que sao produzidos por estes microrganismos, € de
fato uma estratégia para encontrar novos candidatos a antibiéticos (HATOUM,;
LABRIE; FLISS, 2012; SVAHN et al., 2012).

Imobilizac&o

A imobilizacdo de células e substancias demonstra grande potencial de
aplicacdo biotecnolégica nas areas industrial, de biocontrole, clinica e ambiental,
sendo utilizada em varias pesquisas cientificas (KHALIL; MANSOUR, 2006; KING et
al., 2007; HOESLI et al, 2010; JAYAKUMAR et al., 2012; ALOUI et al., 2015).

O aprisionamento de um material no interior ou através de uma matriz é
denominado de imobilizagdo (MITROPOULOU et al.,, 2013). Uma molécula
imobilizada é aquela em que o movimento no espaco é restrito e estavel e ou
limitado a certa regido, ligado a uma estrutura soélida, de maneira definida
(FERNANDEZ-LAFLUENTE et al., 1998; MATEO et al., 2007). A imobilizacédo
também pode ser definida como a retencdo de enzimas ou células vivas em um
ambiente, de maneira que sua atividade catalitica ndo seja afetada negativamente
(CANTARELLI, 1989). Técnicas de imobilizacdo celular ajudam a segregacao de
uma célula em um ambiente adverso (WESTMAN; TAHERZADEH; FRANZEN,
2012), garantindo melhor resisténcia ao estresse e consequentemente um melhor
desempenho (NEDOVI¢ et al., 2014).

Covizzi et al. (2007) relatam que a imobilizacdo microbiana oferece muitas
vantagens, tais como: elevada concentracdo de imobilizados, uma melhor
resisténcia a contaminacado, a estimulagdo da producéo e secrecdo de metabdlitos
secundarios e a protecéo fisica e quimica das células e compostos bioativos.

A imobilizacéo celular utilizando alginato é a mais preconizada, devido ao seu
facil manuseio, propriedades atéxicas, biocompatibilidade, disponibilidade e baixo
custo (KAWAGUTI; SATO, 2008; WESTMAN; TAHERZADEH; FRANZEN, 2012;
DUARTE et al.,, 2013). O alginato de sédio é um biopolimero de origem natural
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extraido de algas marrons (GOMBOTZ; WEE, 1998; GOH; HENG; CHAN, 2012), é
um polissacarideo constituido por acido manurénico e acido gulurénico,
(WESTMAN; TAHERZADEH; FRANZEN, 2012). Bleve et al. (2011) relatam ainda
algumas outras vantagens da utilizacédo do alginato de sédio, tal como, ser capaz de
fornecer uma matriz adequada para microrganismos e biomoléculas, como exemplo,
citaram que em processos de fermentacao, as vantagens vao desde prolongacéo da
atividade, estabilidade do imobilizado, controle no crescimento das células néo
produtivas, uso continuo e reutilizacdo do imobilizado. A imobilizacdo de células
microbianas em alginato de sodio € de facil preparo, resultando na formacgédo de
esferas de alginato de célcio formadas através da troca ibnica entre o alginato de
sédio e a solucao de cloreto de célcio (GOMBOTZ; WEE, 1998; ULUDAG et al.,
2000).

Considerando a acdo das micocinas e a busca por novas alternativas de
controle microbiano, avaliar a atividade de micocinas livres e imobilizadas frente a
coliformes fecais se torna de grande valia e contribui ao desenvolvimento e pesquisa

de novos agentes com acgéo antimicrobiana.
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RESUMO

Wickerhamomyces anomalus é uma levedura produtora de micocinas, estas
substancias sdo glicoproteinas secretadas por algumas leveduras e possuem acéo
antimicrobiana com amplo espectro de atividade. Escherichia coli é a bactéria
predominante do grupo de coliformes, sua presenca na agua indica contaminacao
fecal, sendo utilizada como indicador em analises microbiolégicas de agua. Apesar
de pertencer a microbiota humana e animal pode ser patogénica, causando diversos
tipos de infeccdes. A imobilizacdo de células e substancias demonstra grande
potencial de aplicacdo biotecnolégica em diversas areas. Desta maneira, este
trabalho objetivou avaliar a atividade de micocinas livres e imobilizadas, obtidas de
W. anomalus, frente as cepas de E. coli e coliformes fecais. Utilizou-se o método de
microdiluicdo em caldo para avaliar a acdo das micocinas livres, em diferentes
diluicdes, frente a 45 cepas multirresistentes de E. coli isoladas de amostras clinicas.
As micocinas foram imobilizadas em diferentes concentracdes de alginato de sédio e
cloreto de célcio e testadas para verificar a atividade antimicrobiana frente a cepa de
E. coli ATCC25922 e coliformes fecais presentes em amostras de agua
contaminadas com fezes. As micocinas foram capazes de inibir todas as cepas
utilizadas na microdiluicdo em caldo, sendo que 100% das cepas foram inibidas
pelas micocinas utilizadas puras e mesmo diluidas as micocinas apresentaram agao
inibitéria, a diluicdo de 1:2 inibiu 78,2% das cepas de E. coli multirresistentes. A
concentracdo de alginato de sodio influenciou no formato dos granulos obtidos na
imobilizacao resultado ndo observado ao variar a concentracéo de cloreto de calcio.
As micocinas imobilizadas com alginato de sodio a 2% e CaCl, 0,2 mol/L
apresentaram melhor atividade antimicrobiana frente a cepa de E. coli ATCC25922.
Os coliformes fecais foram inibidos pelas micocinas imobilizadas apds 48h de
incubacdo. Em sintese, neste estudo, as micocinas foram hébeis em inibir E. coli e
coliformes presentes em amostras de agua contaminada com fezes. Considerando
a probleméatica de cepas multirresistentes a antibiéticos e a necessidade de novas
alternativas para melhorar a qualidade da agua e efluentes de esgoto tais resultados
demonstram uma possivel aplicacdo como alternativa para agente antimicrobiano.

Palavras-chave: Micocinas, W. anomalus, E. coli, imobilizacédo, alginato de sodio,
cloreto de calcio.
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1. Introducéao

As micocinas sdo glicoproteinas secretadas por algumas leveduras, estas
substancias possuem acao antimicrobiana causando a morte de microrganismos
suscetiveis (Kurtzman; Fell; Boekhout, 2011; Capelli et al., 2014; Muccilli and
Restuccia, 2015).

A producdo de micocinas pode ser considerada como estratégia de
sobrevivéncia no ambiente, a qual representa vantagem para a espécie de levedura
produtora entre outras espécies no mesmo habitat (Capelli et al., 2014) habilitando
as leveduras produtoras serem grandes competidores e impedindo o
desenvolvimento de outros microrganismos pela liberagdo de micocinas no meio
(Stoll et al., 2005). Vérias espécies dos demais géneros de leveduras sao relatadas
como micocinogénicas, como por exemplo: Saccharomyces, Candida, Cryptococcus,
Wyckerhamomyces, Kluyveromyces e Pichia (Magliani et al., 1997; Pfeiffer et al.,
2004; Silva et al., 2008; Buzdar et al., 2011; Bajaj et al., 2013; Capelli et al., 2014)

Wickerhamomyces anomalus, denominada antigamente por Pichia anomala e
Hansenula anomala, € uma levedura pertencente ao filo Ascomycota, classe
Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales e familia Saccharomycetaceae
(Kurtzman, Robnett and Basehoar-Powers (2008). Desenvolve-se facilmente em
diferentes condi¢cdes de temperatura, osmolaridade e pH, podendo ser isolada de
insetos, plantas, animais, humanos, alimentos, solos e ambientes aquaticos.
Algumas cepas desta levedura produzem micocinas que inibem o crescimento de
varios microrganismos, tais como: leveduras, fungos filamentosos, bactérias e
parasitas (Walker et al., 1995; Fredlund et al., 2002; Starmer and Lachance, 2011,
Walker, 2011; Capelli et al., 2014; Valzano et al., 2016). Devido ao amplo espectro
de atividade antimicrobiana e grande estabilidade, as micocinas de W. anomalus
possuem aplicabilidade em processos da industria alimenticia, biocontrole agricola e
na area clinica (Magliani et al., 1997; Passoth et al., 2006; Walker, 2011).

A qualidade microbiolégica da agua e de alimentos pode ser mensurada
através da presenca de indicadores bacterianos, os coliformes (Noble et al., 2003).
Estes microrganismos séo utilizados como parametro e sao divididos em coliformes
totais e fecais. Os coliformes fecais também denominados como termotolerantes,
apresentam espécies de bactérias dos géneros: Escherichia, Klebsiella e
Enterobacter (Kagkli et al., 2007).

Escherichia coli € a bactéria predominante do grupo de coliformes

termotolerantes, sua presenca na agua significa contaminacao fecal, devido a isto, &
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considerada um indicativo determinante em testes de controle de qualidade
microbiolégica da agua e efluentes (Weintraub, 2007; WHO, 2011). Esta bactéria
Gram-negativa pertencente a familia Enterobacteriaceae, € encontrada na
microbiota intestinal, sendo eliminada nas fezes de humanos e de animais, pode ser
categorizada como comensal, patogénica extraintestinal e enteropatogénica,
causando diversas infec¢bes. E também responsavel por diversos surtos de diarreia,
principalmente em criancas (Kaper et al., 2004; Lues et al., 2007; Atidégla et al.,
2016). Outro ponto relacionado a patogenicidade a E. coli € a resisténcia a
antibiéticos, desta maneira é de grande importancia a descoberta de novas
alternativas de agentes antimicrobianos para tratar e prevenir infeccdes por esta e
outras bactérias (Chen et al 2015).

A imobilizacdo de células e substancias demonstra grande potencial de
aplicacdo biotecnolégica nas areas industrial, de biocontrole, clinica e ambiental,
sendo utilizada em varias pesquisas cientificas (Khalil and Mansour, 2006; King et
al., 2007; Hoesli et al, 2010; Bleve et al., 2011; Jayakumar et al., 2012; Aloui et al.,
2015). Técnicas de imobilizagcéo celular ajudam a segregacao de uma célula em um
ambiente adverso (Westman et al., 2012) garantindo melhor resisténcia ao estresse
e consequentemente um melhor desempenho (NEDOVI¢ et al., 2015).

Problemas relacionados com a contaminacdo de fontes hidricas sdo muito
discutidos e enfatizados. Uma das consequencias esta relacionada com a
transmissdo de diversas doencas, devido a presenca de microrganismos
patogénicos na agua. Devido ao uso exacerbado de anbidticos, muitas cepas podem
se tornar multirresistentes aos tratamentos ja utilizados. Para minimizar isto, novas
alternativas de agentes antimicrobianos s@o necessérias. Desta maneira, o presente
estudo objetivou avaliar a atividade antimicrobiana de micocinas livres e imobilizadas
obtidas de Wickerhamomyces anomalus frente a diversas cepas de E. coli e

coliformes fecais.

2. Materiais e Métodos

2.1. Microrganismos

Para este trabalho foi utilizada uma cepa da levedura Wickerhamomyces

anomalus WA40 (numero de acesso:. KT580792, disponivel no site
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htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Aléem de uma cepa padrdo de E. coli ATCC
25922, foram utilizadas 45 cepas multirresistentes de E.coli isoladas de diferentes
amostras clinicas, (1 de secrecéo traqueal, 1 de secrecdo anal, 1 de secrecédo da
uretra, 2 de secrecao de abscesso, 2 de secrecéo peritoneal e 38 de urina). Estas
cepas foram isoladas e identificadas em um hospital publico em Cascavel, Parang,
Brasil. A avaliacdo do carater de resisténcia foi realizada através do sistema
automatizado Vitek®, as cepas apresentaram resisténcia a mais de um dos
seguintes  antibidticos:  Ampicilina,  Ampicilina/Sulbactam, Amoxilina/Acido
clavulonico, Cefalotina, Cefuroxima, Cefuroxima Axetil, Ceftriaxona, Cefepima,
Gentamicina, Acido Nalidixico, Ciprofloxacina, Norfloxacina, Nitrofurantoina e
Trimetropim/Sulfametoxazol. O perfil de sensibilidade de cada cepa de E. coli esta

em anexo 1.

2.2. Obtencédo de micocinas a partir do cultivo de W. anomalus

Para obtencdo das micocinas foi utilizada a cepa WA40 de W. anomalus
isolada do solo, pertencente a micoteca do laboratério de micologia, a mesma foi
inoculada em agar sabouraud modificado — ASM (2% de &gar; 1% de peptona; 2%
de glicose; 1,92% de &cido citrico e 3,48% de fosfato de potassio bibasico — pH 4,7)
incubada a 31°C durante 48 horas. Apds este periodo, uma suspensdo de 10°
UFC/mL da levedura foi inoculada em 200 mL de caldo de crescimento constituido
de: 1% de peptona; 2% de glicose; 1,92% de acido citrico e 3,48% de fosfato de
potassio bibasico (pH 4,7). Os frascos foram incubados a 25°C por 5 dias em cultivo
estatico. Apos este periodo, o caldo de crescimento foi centrifugado a 6000 rpm
durante 10 minutos para obter o sobrenadante do caldo com micocinas produzidas
pela levedura, em seguida o sobrenadante foi esterilizado por filtracdo através de

membrana 0,22 um e armazenado a 4°C até a realizacéo dos testes in vitro.

2.3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana das micocinas por
microdiluicéo

A atividade antimicrobiana das micocinas presentes no sobrenadante da
cultura de W. anomalus WA40 foi avaliada frente as cepas de E. coli ATCC25922 e
as 45 cepas de E. coli multirresistentes. A suscetibilidade das 46 cepas bacterianas
foi avaliada através do método de microdiluicio em caldo descrito por Clinical and
Laboratory Standards Institute — M07-A10 com algumas modificacdes. Suspensdes
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de cada cepa de E. coli foram preparadas em caldo Mueller-Hinton (MH) e ajustadas
para obter uma concentracao final de 1-9 x 10° UFC/mL. As micocinas obtidas do
sobrenadante foram previamente submetidas a diluicbes seriadas: 1:2, 1.4, 1.8 e
1:16 em &gua estéril, além da utilizagdo do sobrenadante puro. Foram utilizadas
microplacas estéreis de 96 poc¢os de fundo chato. Em cada um dos pocos foram
adicionadas aliquotas de 100 pl das suspensfes de cada cepa de E. coli e 100 pl
das micocinas. Um controle de crescimento foi preparado para cada cepa de E. coli,
bem como um controle de esterilidade (200 pl de caldo MH). As placas foram
incubadas a 35 ° C e apos 48 h, foi realizada a leitura das mesmas, observando a
presenca ou auséncia de crescimento visivel como referéncia do controle de
crescimento. Aliquotas de 10 pl dos po¢os em que ndo apresentaram turvagao foram
inoculadas em agar nutriente para confirmar a auséncia de crescimento. O teste foi

realizado em triplicata.
2.4. Imobilizacdo das micocinas

Para imobilizagdo das micocinas foram utilizadas diferentes concentragdes de
alginato de sodio: 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0% (p/v), e cloreto de célcio a 0,05; 0,1; 0,2;
0,3 e 0,4 mol/L.

Para cada concentracdo de alginato de sodio foram preparados frascos que
continham 12,5 mL do sobrenadante com as micocinas e 12,5 mL de solugéo
alginato de sodio, previamente esterilizado. A mistura resultante foi mantida sob
agitacao por 15 minutos a 60 rpm e em seguida, gotejada em frascos que continham
100 mL de solucdo de CaCl, nas diferentes concentracbes. Os mesmo foram
mantidos sob agitacdo de 60 rpm para desenvolvimento de granulos com as
micocinas imobilizadas. Apés o gotejamento de toda a solucdo de micocinas e
alginato de sodio em cloreto de célcio, os granulos resultantes da imobilizacao foram
mantidos sob agitacdo por mais 5 minutos e em repouso durante 0 mesmo tempo.
As micocinas imobilizadas foram lavadas em agua estéril trés vezes para total
remocado da solucdo de cloreto de calcio. Ap6s a imobilizacdo, os granulos
resultantes foram avaliados, sendo verificado o peso, medida e aspecto fisico dos

mesmaos.
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2.5. Atividade antimicrobiana das micocinas imobilizadas frente a cepa

de E. coli

A atividade das micocinas imobilizadas foi avaliada frente & bactéria E. coli
ATCC25922. Uma suspensdo em salina de E. coli de 1-5x10° UFC/mL foi preparada
e aliquotas de 10 pL foram adicionadas em frascos com 50 mL de uma solucéo
contendo 1% peptona e 1% de glicose, em um dos frascos foram adicionados 50 mL
dos granulos com micocinas imobilizadas e o outro frasco sem os granulos, foi
utilizado como controle positivo do crescimento bacteriano. Os frascos foram
mantidos de forma estéatica a 35°C. Em seguida uma aliquota de 1 pL de cada frasco
foi inoculada em placas de agar nutriente, incubados a 35°C por 24 horas, apos foi
realizada a contagem das UFC/mL.

2.6. Atividade antimicrobiana das micocinas imobilizadas frente a

coliformes fecais

Para este experimento as micocinas foram imobilizadas utilizando alginato de
sédio a 2% e cloreto de calcio a 0,2 mol/L. O volume total dos granulos resultantes
da imobilizacdo de micocinas nas condicbes acima citadas foi de 50 mL e foram
acondicionados em sacos confeccionados de fios de nylon. Os sacos foram
adicionados em frascos que continham agua contaminada com fezes, incubados de
forma estatica a 35°C. Para cada amostra, um frasco contendo somente amostras
de agua contaminada com fezes foi utilizado como controle positivo do crescimento
bacteriano e incubado nas mesmas condi¢des. Retirou-se uma aliquota de 1 pL de
cada frasco sendo inoculada em placas de agar MacConkey, incubados a 35°C por
24 horas. Apds este periodo foi realizada a contagem das UFC/mL das diferentes
coldnias presentes em cada placa e comparadas com o crescimento das amostras

dos frascos controle.
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3. Resultados e discussao

3.1. Resultados

3.1.1. Atividade antimicrobiana das micocinas

No presente estudo a atividade antimicrobiana das micocinas presentes no
sobrenadante da cultura de W. anomalus WAA40 foi verificada por microdiluicdo em
caldo. As micocinas apresentaram atividade inibitéria sobre todas as cepas E. coli
testadas, tanto para cepa padrao ATCC25922 quanto para as 45 cepas
multirresistentes. Todas as cepas utilizadas foram sensiveis as micocinas quando
utilizado o sobrenadante puro. A cepa padrao de E. coli ATCC25922 foi sensivel a
diluicdo de 1:8. As micocinas na proporgéo de 1:2 inibiram 78,2% das cepas de E.

coli, conforme demonstrado na Figura 1.

100%
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80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

2

Pura 1:2 1:4 1:8
Micocinas de W. anomalus WA40

Porcentagem de atividade inibitoria

Figura 1: Suscetibilidade das cepas de E. coli frente as micocinas de W. anomalus WA40.

3.1.2. Imobilizacdo das micocinas

Os granulos resultantes da imobilizacdo das micocinas com as diferentes
concentracdes de alginato de sédio e cloreto de célcio apresentaram peso médio de
0,075 g e diametro médio de 4,5 mm. O aspecto dos granulos também foi avaliado,
sendo que os granulos da imobilizacdo utilizando as concentragbes de alginato de
sédio a 2,0; 2,5 e 3,0% apresentaram melhores resultados, formando granulos de

formato esférico, uniforme e com superficie lisa conforme figura 2.
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Figura 2: Imobilizagdo de micocinas utilizando diferentes concentragdes de alginato de
sodio.
3.1.3. Atividade antimicrobiana de micocinas imobilizadas

As micocinas imobilizadas nas concentraces de 2% de alginato de sédio e
0,2 mol/L de cloreto de célcio apresentaram melhor atividade inibitéria sobre a cepa
de E. coli ATCC25922, ap06s 24 horas de incubacdo, o total UFC/mL da cepa E. coli
ATCC25922 decresceu ao longo dos dias se comparado com o controle positivo de
crescimento bacteriano. Apds 8 dias de testes ndo foi verificado o crescimento
bacteriano neste tratamento. Com as concentracdes de cloreto de célcioa 0,3 e 0,4
mol/L também apresentaram atividade inibitéria, porém a acdo das micocinas
iniciou-se apos 48 horas de incubagdo. As micocinas que foram imobilizadas
utilizando o cloreto de célcio nas concentracdes de 0,05 e 0,1 mol/L apresentaram

atividade inibitéria mais tardia, conforme demonstrado na figura 3.
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Figura 3: Atividade de micocinas imobilizadas frente a cepa de E. coli ATCC25922.
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3.1.4. Atividade antimicrobiana das micocinas imobilizadas frente a coliformes

fecais

As micocinas imobilizadas apresentaram atividade inibitoria sobre

(O8]

coliformes fecais em todas as amostras de dgua contaminada com fezes, apés 24 h

foi possivel verificar diminuicdo do numero de UFC/mL das placas inoculadas de

cada amostra. No decorrer de 48 h ndo houve crescimento bacteriano nas placas de

agar quando comparado com o controle de cada amostra (Figura 4).
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Figura 4: Atividade de micocinas imobilizadas frente a coliformes de amostras de agua
contaminada com fezes (Amostras A, B, C, D e E).

3.2. Discusséo

A resisténcia aos antibiéticos € um problema global e a ampla variedade de
agentes infecciosos resistentes € uma ameaca crescente a saude publica devido a
rapida disseminacdo de bactérias multirresistentes pela agua, tais como E. coli
(WHO, 2015).

No presente estudo, todas as cepas de E. coli multirresistentes foram
sensiveis a acao das micocinas de W. anomalus WA40, este efeito também foi
verificado sobre a cepa padrdo de E. coli ATCC 25922, utilizadas nos testes de
microdiluicdo em caldo em diferentes propor¢des (Figura 1).

Olstorpe et al. (2012), utilizaram células integras de H. anomala contra varias
espécies de enterobactérias e ao longo dos dias de tratamento verificaram uma
reducdo do numero de UFC das cepas de E. coli na presenca da levedura.

Paris et al. (2016), utilizaram micocinas produzidas por W. anomalus WA40 e
verificaram a acdo destas frente as cepas de Candida albicans, os autores
observaram que todas as cepas testadas foram inibidas. As micocinas sdo mais
ativas contra outras leveduras, porém apresentam comportamento antagonico a
outros microrganismos, como bactérias (Comitini et al., 2005; Meneghin et al., 2010),
podendo assim serem empregadas como uma alternativa de agente antimicrobiano.

Resultados da acéo inibitoria de micocinas sobre cepas de E. coli foram
obtidos por Chen et al. (2015), os quais utilizaram as micocinas de duas linhagens

de leveduras, Saccharomyces cereviseae e Kluyveromyces marxianus.
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Considerando que os estudos de compostos antimicrobianos secretados por
leveduras estejam ainda numa fase de desenvolvimento, explorar e elucidar a
atividade de tais compostos que sédo produzidos por estes microrganismos é de fato
uma estratégia para encontrar novos candidatos a antibiéticos (Hatoum; Labrie;
Fliss, 2012; Svahn et al., 2012).

Segundo Covizzi et al. (2007), a imobilizacdo microbiana oferece muitas
vantagens, tais como: elevada concentracdo de imobilizado, uma melhor resisténcia
a contaminacao, a estimulacéo da producao e secrecdo de metabdlitos secundarios
além da protecéo fisica e quimica das células e compostos bioativos.

Alginato é um dos polimeros mais utilizados para imobilizacdo de células e
enzimas devido as suas caracteristicas: facil manuseio, propriedades atoxicas,
biocompatibilidade, disponibilidade e baixo custo (Gombotz and Wee, 1998;
Kawaguti and Sato, 2008; Westman et al., 2012; Duarte et al., 2013). Desta maneira,
a imobilizacdo utilizando este polimero ndo afeta o desempenho e atividade do
imobilizado.

As micocinas imobilizadas neste trabalho apresentaram atividade
antimicrobiana frente a E.coli e bactérias presentes em agua contaminada com
fezes. Para Elizei et al., (2014), o método de imobilizacdo utilizando alginato de
sédio ndo afeta os processos biolégicos das células microbianas, por se tratar de um
polimero atoxico. Segundo Kawaguti e Sato (2008), a atividade das células
imobilizadas dependera do tamanho da superficie das esferas, da porosidade do gel
formado e das caracteristicas hidrofilicas do suporte.

Para Goh et al. (2012) e Gombotz e Wee (1998), o fator que determina o
didmetro médio das esferas é o tamanho do bico de extrusdo, concentracdo e
viscosidade do alginato de sédio utilizado. Os granulos resultantes da imobilizacao
das micocinas apresentaram variacdes em relacdo ao aspecto fisico conforme as
diferentes concentracdes de alginato de sédio utilizadas, resultado ndo observado
ao variar as concentracdes de cloreto de calcio, as quais influenciaram no inicio da
atividade inibitéria das micocinas imobilizadas. Won et al. (2005), relataram que as
diferentes concentracdes de cloreto de célcio ndo afetaram o imobilizado, somente a
variacdo da concentracdo de alginato de sodio. Neste trabalho diferentes
concentracbes de alginato de sodio e cloreto de calcio foram utilizadas e os
resultados obtidos estdo de acordo com outras pesquisas cientificas, de modo que,

ao variar as concentracdes de alginato de sodio e cloreto de calcio houve diferencas
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no aspecto fisico e atividade do material imobilizado (Becerra et al., 2011; Quiroga et
al., 2011; Andriani et al., 2012; Rehman et al., 2013).

A transmissdo de doencas pela agua é a principal causa de mortes em muitos
paises, havendo uma urgéncia de avaliagdo dos métodos de desinfeccdo
considerando a necessidade de novas abordagens para melhoria nos processos (Li
et al., 2008). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, novas alternativas para
tratar aguas e efluentes, com o intuito de remover a carga microbiana indicadora de
poluicdo fecal, vém sendo pesquisadas, ja que os efeitos que estes microrganismos
podem causar a populacdo sdo considerados de grande importancia, levando em
conta, principalmente, a veiculacdo de doencas através da agua afetando assim,
diretamente a saude publica (WHO, 2011).

As leveduras produtoras de micocinas possuem caracteristicas que
possibilitam a aplicagdo em varios processos biotecnolégicos ligados a alimentos,
racoes, biopreservacao, fermentacdo e tratamento de aguas residuais (Marquina et
al., 2002; Starmer and Lachance, 2011; Walker, 2011; Schneider et al., 2012).

A levedura W. anomalus se desenvolve facilmente em diferentes condi¢cdes
de temperatura, osmolaridade e pH desta maneira tais caracteristicas a tornam
candidata para biorremediacdo em aguas contaminadas (Fredlund et al., 2002;
Walker, 2011). Técnicas de imobilizacdo utilizando microalgas e bactérias tém sido
estudadas em pesquisas cientificas como uma alternativa de tratamento de agua
contaminada e esgoto (Covarrubias et al., 2011; Cruz et al, 2013).

No presente trabalho, as micocinas de W. anomalus WA40 imobilizadas
utilizando alginato de so6dio como polimero inibiram o desenvolvimento de bactérias
presentes na agua contaminada com fezes. Aloui et al. (2015), verificaram que
células integras de W. anomalus imobilizadas em biofilmes do alginato de sdédio
apresentaram atividade antimicrobiana total sobre o crescimento de Penicillium
digitatum. Desta maneira, podemos sugerir que a imobilizacdo ndo afeta a acdo que
esta levedura apresenta, seja imobilizando a levedura ou as micocinas que a mesma
produz.

Considerando a técnica de imobilizacdo em alginato e a agcdo das micocinas
de W. anomalus, os resultados obtidos neste trabalho mostram que as micocinas
obtidas de W. anomalus WAJ40 apresentaram atividade antimicrobiana sobre
diversas cepas de E. coli e coliformes fecais, mesmo estando imobilizadas, desta
maneira a imobilizacdo de micocinas seria uma possivel alternativa para tratamento

de aguas contaminadas com material fecal.
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4. Concluséao

Concluimos com este trabalho que as micocinas produzidas pela cepa de W.
anomalus WA40 foram capazes de inibir cepas multirresistentes de E. coli além da
cepa padréo E. coli ATCC 25922.

Ao variar a concentracdo de alginato de sddio houve alteracdo no aspecto
fisico dos granulos resultantes da imobilizacdo de micocinas e resultado né&o
observado ao variar as concentracdes de cloreto de calcio.

As micocinas imobilizadas apresentaram atividade inibitéria frente a cepa
padrdo E. coli ATCC 25922, quando imobilizadas nas concentracoes de 2% de
alginato de sodio e 0,2 mol/L de cloreto de calcio a atividade inibitoria teve inicio
apos 24 h de incubacdo. Nestas condicbes de imobilizacdo, as micocinas
imobilizadas também apresentaram acdo antibacteriana frente a coliformes
presentes nas amostras de 4gua contaminada com fezes, neste experimento todas
as amostras ndo apresentaram crescimento de bactérias ap6s 48 h de teste.

As micocinas obtidas de W. anomalus WA40 foram habeis em inibir E. coli e
bactérias presentes em agua contaminada com material fecal, seja utilizando estas

substancias na forma livre ou imobilizada.
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CONCLUSOES GERAIS

Concluimos com este trabalho, que as micocinas produzidas pela cepa de W.
anomalus WA40 foram capazes de inibir cepas multirresistentes de E. coli além da
cepa padréo E. coli ATCC 25922.

Ao variar a concentracdo de alginato de sédio, houve alteragdo no aspecto
fisico dos granulos resultantes da imobilizacdo de micocinas e resultado nédo
observado ao variar as concentracdes de cloreto de calcio.

As micocinas imobilizadas apresentaram atividade inibitoria frente a cepa
padrdo E. coli ATCC 25922, quando imobilizadas nas concentracoes de 2% de
alginato de sédio e 0,2 mol/L de cloreto de calcio, a atividade inibitoria teve inicio
apos 24h de incubacdo. Nestas condicdes de imobilizagdo, as micocinas
imobilizadas também apresentaram acdo antibacteriana frente a coliformes
presentes nas amostras de 4gua contaminada com fezes, neste experimento todas
as amostras ndo apresentaram crescimento de bactérias apds 48h de teste.

As micocinas obtidas de W. anomalus WA40 foram habeis em inibir E. coli e
bactérias presentes em agua contaminada com material fecal, seja utilizando estas
substancias na forma livre ou imobilizada.

Este é o primeiro trabalho descrito sobre a atividade de micocinas

imobilizadas com acao direta em coliformes fecais.
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CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foi demonstrada uma possibilidade real de aplicacéo de

micocinas imobilizadas para tratamento de agua contaminada com coliformes fecais.
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ANEXO 1: Perfil de sensibilidade das cepas de E. coli utilizadas no presente
trabalho
CEPA PERFIL DE RESISTENCIA A SENSIBILIDADE AS MICOCINAS
E coli ANTIBIOTICOS PRESENTES NO SOBRENADANTE DE W.
anomalus WA40 (DILUICOES)
ECO1 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, 1:2
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF,
TRI/SULF
EC02 AMP, TRI/SULF 1:4
ECO03 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, 1:8
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF
EC04 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, ANAD, 1:2
CIPRO, NORF
ECO5 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, 1:2
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF
ECO06 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, 1:2
CEFE, CIPRO, GEN, AMP/SUL
ECO7 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, 1:2
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF,
TRI/SULF
ECO08 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, 1:4
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF,
TRI/SULF
EC09 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, 1:2
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF,
TRI/SULF
EC10 AMP, TRI/SULF 1:4
EC11 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, ANAD, 1:4
CIPRO, NORF
EC12 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, 1:2
ANAD, CIPRO, NORF, AMO/ACL
EC13 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, 1:4
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF
EC14 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, PURA
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF
EC15 AMP, ANAD 1:8
EC16 AMP, TRI/SULF 1:8
EC17 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, 1:2
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF,
TRI/SULF
EC18 AMP, TRI/SULF 1:2
EC19 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, 1:2
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EC20
EC21

EC22
EC23
EC24

EC25

EC26
EC27
EC28

EC29

EC30

EC31

EC32

EC33

EC34

EC35

EC36

EC37

EC38

CEFE, CEFTA, AMP/TAZ
AMP, ANAD
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR,
CEFE, ANAD, CIPRO, NOREF,
TRI/SULF
AMP, TRI/SULF
AMP, TRI/SULF
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR,
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF,
TRI/SULF
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR,
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF,
TRI/SULF
AMP, TRI/SULF
AMP, TRI/SULF
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR,
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR,
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF,
TRI/SULF, GEN
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR,
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF,
TRI/SULF
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR,
CEFE, CEFTA, AMP/TAZ
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR,
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR,
CEFE, CEFA, AMP/ACL, ANAD,
CIPRO, NORF, TRI/SULF
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR,
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF, GEN
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, ANAD,
CIPRO, NORF, TRI/SULF, NITR
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR,
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF,
TRI/SULF
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR,
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF
AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR,
ANAD, CIPRO, NORF, AMO/ACL

1:2
1:2

1:2
1:2
1:2

PURA

PURA
1:4
1:2

PURA

1:2

PURA

1:2

1:2

PURA

1:2

1:2

1:2

1:2
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EC39 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, PURA
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF
EC40 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, 1:2
CEFE, CIPRO, GEN, AMP/SUL
EC41 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, PURA
CEFE, CEFTA, ANAD, TRI/SULF
EC42 AMP, TRI/SULF 1:4
EC43 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, PURA
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF
EC44 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, ANAD, 1:8
CIPRO, NORF
EC45 AMP, CEFA, CEFU, CEFUA, CEFTR, PURA
CEFE, ANAD, CIPRO, NORF,
TRI/SULF
ATCC25922 - 1:8

Legenda: AMOJ/ACL: Amoxilina/Acido Calvulénico; AMP: Ampicilina; AMP/SUL:  Ampicilina/
Sulbactam; AMP/TAZ: Ampicilina/Tazobactam; ANAD: Acido nalidixico; CEFA: Cefalotina; CEFE:
Cefepima; CEFTR: Ceftazidima; CEFU: Cefuroxima; CEFUA: Cefuroxima Axetil; CIPRO:
Ciprofloxacina; GEN: Gentamicina; NITR: Nitrofurantoina; NORF: Norfloxacina; TRI/SULF:
Trimetoprim/Sulfametoxazol.



