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Resumo: As leucocinas s2o peptideos antimicrobianos, sintetizados no ribossomo de bactérias laticas do género
Leuconostoc sp. que sdo capazes de inibir microrganismos patogénicos e indicadores higi€nico sanitarios. Este
trabalho tem como objetivo central, avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante de peptideos derivados das
leucocinas. O analogo LeuB, apresentou maior porcentagem de inibi¢do para Escherichia coli O157:H7 (69%) e
Salmonella sorovar Typhimurium (71%) evidenciando agdo bacteriostatica, podendo ser eficiente para aumentar
a vida de prateleira dos alimentos. O analogo LeuAl apresentou propriedade antioxidante de 406 Mol em
equivalentes de Trolox o que corresponde a 24% de capacidade redutora
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Antimicrobial and antioxidant activity of antimicrobial peptides derived from promising
bacteriocin food preservatives

Abstract: Leucocins are antimicrobial peptides, synthesized in the ribosome of lactic bacteria of the genus
Leuconostoc sp, which are capable of inhibiting pathogenic microorganisms and hygienic sanitary indicators.
This work aims to evaluate the antimicrobial and antioxidant activity of peptides derived from leucocins. The
LeuB analogue presented a higher percentage of inhibition for Escherichia coli O157: H7 (69%) and Salmonella
serovar Typhimurium (71%) showing bacteriostatic action, being able to be efficient to increase shelf life of
foods. The LeuAl analog had antioxidant properties of 406 uMol in Trolox equivalents corresponding to 24%
reduction capacity
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Introduc¢io: Os estudos envolvendo bacteriocinas comegaram em 1925 com Gratia, pesquisador que fez a
descoberta das colicinas produzidas por Escherichia coli. Devido ao seu potencial de aplicacdo como conservante
natural, um elevado nimero de bacteriocinas tém sido identificadas e caracterizadas, principalmente aquelas
produzidas por bactérias lacticas (LEWUS, 1991). As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos sintetizadas no
ribossomo da maioria das bactérias e que tém a capacidade de inibir o crescimento de outras bactérias. Possuem
diversas estruturas quimicas e o seu papel na imunidade inata ¢ essencial. Sabe-se, também, que em uma unica
bactéria, podem ser produzidos diversos peptideos com estas caracteristicas. H4 um grande interesse por parte da
industria sobre o potencial de utilizacdo das bacteriocinas como conservantes de alimentos, os quais apresentam
mecanismos de acdo especificos e alternativos aos agentes quimicos (RODRIGUES, 2010). A possibilidade de
aplicacdo dos peptideos antimicrobianos, como conservantes de alimentos, nos motivou a explorar o potencial
antimicrobiano e antioxidante das leuconinas, bacteriocinas produzidas pela bactéria Leuconostoc mesenteroides
TA33a. Diante deste cenario, que refor¢a a importancia de novas tecnologias para a area de conservagao de
alimentos, no ano de 2016 foi concedida e depositada a patente, do referido projeto de pesquisa junto a INPI sob
o Numero do Processo: BR 10 2017 004956 6

Material e Métodos: Foram sintetizados trés peptideos LeuB, LeuA e LeuAl baseados nas sequéncias
peptidicas de Leucocinas A- ¢ B-TA33a, proposta por PAPATHANASOPOULOS et al. (1998) e foram
sintetizados pelo método de sintese em fase sélida (Céspedes, 2009). A purificagdo foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando cromatoégrafo Shimadzu LC-10A/C-47A. Apds o
procedimento de purificacdo, realizou-se a caracterizagdo das moléculas por meio de espectrometria de massas.
Para avaliag@o da inibigdo efetiva do PAM, contra as bactérias Salmonella sorovar Typhimurium (ATCC 6539) e
Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895), foi feito um ensaio de microdilui¢do em placas (CLSI, 2006) e o
ensaio Time-Kill in vitro (NCCLS, 1999), para verificar se os andlogos apresentam ac¢do bactericida ou
bacteriostatica. A atividade antioxidante foi determinada usando o método do radical ABTS (MANN et al.,
2015).

Resultado e Discussio: Os testes de inibicdo de crescimento bacteriano sdo indicados para avaliar a acdo dos
analogos nos microrganismos, que possam contribuir para um processo de contaminagao do alimento. Observa-se
que houve uma agdo antimicrobiana elevada, havendo diferenca significativa para todas as concentragdes que
foram testadas (50, 100, 150 e 200 pg/ml). Para as bactérias Gram-negativas Escherichia coli O157:H7 e

Salmonella Typhimurium, é possivel observar que o peptideo LeuB apresentou maior atividade antimicrobiana,
inibindo 69% e 71%, dos microrganismos viaveis respectivamente, na maior concentracdo utilizada. As
bacteriocinas podem apresentar acdo bactericida ou bacteriostatica sobre as bactérias, em virtude disso, foi
realizado o ensaio “Time Kill”. Observa-se que os valores de absorbancias, nos ensaios realizados com as
bactérias Gram-negativas, Escherihia coli O157:H7 e Salmonella sorovar Typhimurium permaneceram constante
até o final do tempo de amostragem, evidenciando a¢do bacteriostatica, LeuAl, LeuAB2 e LeuB (Graficos 1 e 2),
podendo ser eficiente para aumentar a vida de prateleira dos alimentos. O analogo LeuA1l apresentou propriedade
antioxidante de 406 pMol em equivalentes de Trolox o que corresponde a 24% de capacidade redutora. Sendo
assim, esse andlogo pode impedir a oxidagdo de 6leos e gorduras durante o processamento e estocagem de



produtos alimenticios, que é uma das causas de deterioragdo no sabor, textura, valor nutricional e vida util,
levando a produgéo de toxinas (DONG et al., 2010)

Grafico 1. Atividade antibacteriana dos analogos peptidicos LeuA1, LeuAB2 e
LeuB (400 pg/ml) frente Escherichia coli O157:H7 pelo ensaio Time-Kill.
[Controle de crescimento. CMH + Escherichia coli O157:HT7. ciprofloxacina

(100pg/mL)].
Doz L i
Escherichia coli
——Controle de
001 Crescimento
L] —— Ciprofloxacina
£ 001
:‘.‘3 LeuAl
o
é LY ——LeuAB2
DOD = LeuB
D 4 B 12 18 24

Tempo (horas)

Fonte: Elaborado pelo autor,

Grafico 2. Atividade antibacteriana dos analogos peptidicos Leu&1, LeuAB2 e
LeuB (400 pg/ml) frente Salmonella Typhimurium pelo ensaio Time-Kill.
[Controle de crescimento: CMH + Salmonelfa Typhimurium; ciprofloxacina (100

Hg/mi)].
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Conclusido: Os peptideos estudados apresentaram atividade antimicrobiana e bacteriostatica satisfatorias e o
analogo LeuAl, por apresentar propriedade antioxidante, podera suprir a deterioracdo oxidativa em alimentos.
Pretende-se realizar estudos futuros mais aprofundados para elucidar outros mecanismos de agdo e agdo
sinérgica, ampliando o espectro de acdo destes andlogos das bacteriocinas.
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