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RESUMO 

 
 

 
O fermentado de Zymomonas mobilis tem apresentado diversas aplicações 

terapêuticas contra várias infecções bacterianas. Diante desse fato, o presente trabalho 

teve como objetivo relacionar a ação terapêutica de Z. mobilis com a produção de 

bacteriocina além de caracterizar as linhagens através de SDS-PAGE, RAPD e rep-PCR. 

Para verificar a ocorrência de bacteriocina, foram testadas 6 linhagens de Zymomonas 

mobilis (CP4, Z1-86A, Z1-86B, Z1-87, Z1-88 e Z2-88) contra as linhagens Escherichia coli 

K12, E. coli BH57, E. coli ATCC 9637, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus e 

Streptococcus faecalis. Os resultados obtidos mostram que todas as linhagens de 

Zymomonas produzem bacteriocina, exibindo um amplo espectro de ação. Os perfis de 

atividade antimicrobiana mostraram diferenças significativas em relação ao 

heteroantagonismo. Foi avaliada também a influência do meio de cultura (SSDL e 

Schreder) e temperatura (30ºC e 37ºC) na expressão da atividade antagonista produzida 

pela Z. mobilis. Os dois meios foram eficientes para produção de bacteriocina, porém foi 

observada melhor atividade bacteriocinogênica para a linhagem Z1-87 no meio Schreder 

a 37ºC. As bacteriocinas permaneceram estáveis até 80ºC por 15 minutos e foram 

inativadas pela proteinase K. Não foram observados bacteriófagos e ácidos atuando como 

prováveis inibidores de crescimento. A cinética da produção de bacteriocina da linhagem 

Z1-87 no meio Schreder revelou que a produção iniciou na fase logarítmica e se 

estabilizou na fase estacionária. A análise eletroforética de proteínas totais não foi eficaz 

para a caracterização genética das linhagens de Z. mobilis. Com a técnica de RAPD 

foram selecionados sete primers os quais originaram 47 bandas, sendo possível 

evidenciar o polimorfismo entre as linhagens. O rep-PCR foi bastante sensível para 

detectar diferenças genéticas entre as linhagens, utilizando os primers ERIC e REP. As 

linhagens apresentaram um nível de similaridade em torno de 62%. 
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ABSTRACT 
 
 

 

 The fermented broth of the Gram-negative bacterium Zymomonas mobilis has 

shown several therapeutic applications against bacterial infections. Analyzing the 

production of inhibitory compounds by six strains of Z. mobilis the possibility of the 

bacteriocin involvement in this therapy was tested. The strains were also characterized by 

electrophoresis of whole cell proteins (SDS-PAGE) and two PCR based approaches using 

six arbitrary primers (RAPD) and two rep primers (REP and ERIC). All Z. mobilis strains 

used (CP4, Z1-86A, Z1-86B, Z1-87, Z1-88 and Z2-88) displayed a wide inhibitory 

spectrum of action against some Gram-negative and Gram-positive bacterial strains (E. 

coli K12, E. coli BH57, E. coli ATCC 9637, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus 

and Streptococcus faecalis). Two culture media (SSDL and Schreder) and temperature of 

30o C and 37o C were effective in the expression of the inhibitory activity and a slight higher 

production was shown by strain Z1-87 in Schreder medium at 37o C. No bacteriophages or 

acid compounds were involved in the inhibitory activity. Bacteriocins remained stable after 

15 minutes of incubation at 80o C and were inactivated by proteinase K. The kinetics of the 

bacteriocin production during the growth phase revealed that the compound began the 

production during the late logarithmic phase and maintained during the stationary phase. 

The fingerprinting pattern of the producer strains showed no polymorphism employing the 

SDS-PAGE technique however using both RAPD and rep-PCR the differentiation of the six 

strains, in different degrees of similarity, was found.  
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Desde o início da civilização, tem feito parte da história o uso de 

microrganismos com a finalidade de se obter produtos naturais para o tratamento de 

infecções, beneficiando e melhorando o estilo de vida do homem (FULLER, 1988; 

FULLER & GIBSON, 1997). O “aguamiel” (seiva fermentada naturalmente por 

Zymomonas mobilis) foi muito utilizado pelos astecas na prevenção e no tratamento de 

infecções intestinais, ainda quando não se conhecia o efeito benéfico dos microrganismos 

(GONÇALVES DE LIMA et al., 1970). Em 1911, a bactéria Z. mobilis foi isolada por 

Barker & Hillier de uma microflora de sidra fermentada e, posteriormente, a partir de uma 

bebida derivada do agave (LINDNER, 1926).  

Logo após o isolamento da bactéria Z. mobilis, LINDNER (1932), estudando as 

propriedades antagonistas dessa bactéria verificou, após ingerir o filtrado, ótimos 

resultados quando o mesmo era utilizado no tratamento de certas infecções entéricas.  

Desde a década de 50, vem sendo constatada, no Departamento de 

Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco, a atividade antagonista da mesma 

em infecções entéricas causadas por Salmonella, Shigella e Escherichia coli 

(GONÇALVES DE LIMA et al., 1968). A partir desses resultados, foi sugerido o uso do 

seu fermentado como agente terapêutico contra várias infecções como enterocolite e 

cistite, sendo obtida regressão dos sintomas em todos os casos (PAULA GOMES, 1959). 

A ação antagonista dessa bactéria atinge grande número de leveduras e fungos 

filamentosos, apresentando também atividade contra protozoários como Trichomonas 

vaginalis.  

Apesar do amplo conhecimento da atividade antagonista de Z. mobilis, não foi 

ainda elucidado o seu mecanismo de ação. Pode-se levantar como uma forma de atuação 

a secreção de bacteriocinas, proteínas que têm ação inibitória ou destrutiva contra 

determinadas bactérias. A produção de bacteriocinas tem sido observada em muitas 

outras bactérias Gram-negativas. Além das bacteriocinas, muitas bactérias são capazes 

de produzir uma variedade de outras substâncias que apresentam atividade antagonista, 

entre as quais estão os antibióticos, agentes líticos, enzimas e bacteriófagos (TAGG et al., 

1976; JABRANE et al., 1994; JACK et al., 1995). 
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Segundo critérios clássicos, as bacteriocinas são substâncias de natureza 

protéica, com pequeno espectro de ação centrado nas espécies relacionadas, ligando-se 

a receptores celulares específicos, sendo a célula hospedeira considerada imune. Os 

determinantes genéticos que codificam sua produção, geralmente, são de natureza 

plasmidial (TAGG et al., 1976; JACK et al., 1995). 

A mais estudada de todas as bacteriocinas por microrganismos Gram-negativos é a 

colicina, produzida pela bactéria E. coli. Entretanto, a ocorrência dessas substâncias nos 

microrganismos anaeróbios ainda é escassa, restringindo-se a alguns gêneros, tais como: 

Bacteroides (BOOTH et al., 1977; MOOSIE et al., 1979; SOUTHERN et al., 1984; FARIAS 

et al., 1992; MIRANDA et al., 1993; FARIAS et al., 1994), Fusobacterium (OLIVEIRA et 

al., 1998), Prevotella (TAKADA et al., 1991; TEANPAISAN et al., 1998) e Clostridium 

(HIGA et al., 1991). Quanto ao gênero Zymomonas, pouco se sabe sobre a produção 

desse composto, tendo sido encontrado na literatura apenas um resumo (TAN & 

ROGERS, 2000). 

A determinação da ocorrência de bacteriocina em Z. mobilis responderá a questões 

relacionadas com a ação terapêutica desta bactéria, uma vez que, desde 1959, foi 

comprovado, e vários trabalhos mostram que Zymomonas atua inibindo várias bactérias 

Gram-negativas. 

O Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco 

(DAUFPE) possui uma coleção de linhagens de Z. mobilis, cujo início data de 1952. As 

informações referentes à formação da coleção e o histórico das linhagens isoladas foram 

descritas por FALCÃO DE MORAIS et al. (1993). Algumas dessas linhagens foram 

caracterizadas quanto ao perfil plasmidial (DALLY et al., 1982; YABLONSKY et al., 1988), 

entretanto, uma caracterização molecular mais detalhada ainda não foi efetuada. 

Os estudos de caracterização molecular de bactérias têm sido realizados através 

do uso de diversas técnicas que investigam as características fenotípicas incluindo perfis 

de proteínas, enzimas, sorologia, lipídios, etc. Devido aos avanços das técnicas na área 

genética, nos anos recentes uma ênfase especial tem sido dada à análise genômica do 

DNA, que procura detectar regiões polimórficas. Nesse caso, a maioria dos métodos 

utilizados compreende a aplicação de PCR (polymerase chain reaction) empregando-se 

primers arbitrários, RAPD (random amplification of polymorphic DNA) ou primers com 
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seqüências repetitivas, rep – PCR (ERIC, BOX e REP) (WELSH & MCCLELLAND, 1990; 

LOUWS et al., 1999). 

Este trabalho descreve a ocorrência de bacteriocina em diferentes linhagens de Z. 

mobilis que foram capazes de inibir diferentes linhagens de Escherichia coli, patogênicas 

e não patogênicas, de Salmonella e Staphylococcus. Foi também efetuada a 

caracterização das linhagens produtoras de bacteriocina assim como verificado o grau de 

similaridade entre elas utilizando-se o perfil de proteínas celulares solúveis (SDS-PAGE) e 

perfis de amplificação do genoma com primers arbitrários (RAPD) e repetitivos (rep-PCR). 
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2.1 Objetivos Gerais 
 

Detecção da ação inibitória de diferentes linhagens de Z. mobilis contra E. coli e 

outras bactérias patogênicas e caracterização molecular das linhagens de Z. mobilis. 

 

2.2 Objetivos Específicos: 
 

 Detecção da ocorrência de bacteriocina e o perfil de atividade nas linhagens 

de Z. mobilis;  

 Cinética da produção de bacteriocina; 

 Caracterização da bacteriocina; 

 Caracterização molecular das linhagens produtoras de bacteriocina através 

de SDS-PAGE, RAPD e rep-PCR. 
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3.1 Zymomonas mobilis 

 

Zymomonas mobilis são bactérias Gram-negativas, anaeróbias facultativas, 

pertencentes ao subgrupo α das proteobactérias. Apresentam-se na forma de bastonetes 

curtos e grossos, isolados ou aos pares, geralmente móveis com 1 a 4 flagelos. Muitas 

linhagens são tolerantes ao álcool e crescem em meio com glicose acima de 25% 

(GONÇALVES DE LIMA et al., 1970, SWINGS & DE LEY, 1977, KANG & KANG, 1998). 

Barker & Hillier, em 1911, foram os primeiros a isolar Z. mobilis como causadora 

da chamada “doença da sidra”. Eles descreveram essa bactéria como sendo a 

responsável pela mudança do sabor típico e do aroma da sidra (SWINGS & DE LEY, 

1977). 

Contudo a descoberta de Z. mobilis foi atribuída a Lindner, em 1924, durante a 

fermentação do agave mexicano, “Aguamiel”, usado para a produção da bebida alcoólica, 

o pulque. Inicialmente, essa bactéria foi denominada como Termobacterium mobile. 

Posteriormente, Kluyver & Hoppenbrouwers, em 1931, estudaram a bioquímica dessa 

bactéria e a denominaram Pseudomonas lindneri. Mais tarde, em 1936, Kluyver & Van 

Niel a reclassificaram como sendo Zymomonas mobilis (SWINGS & DE LEY, 1977). 

A partir do caldo de cana fermentado (caldo-de-cana picado), Gonçalves de 

Lima isolou diversas linhagens de Z. mobilis no Recife (nordeste brasileiro), que através 

de estudos taxonômicos foi denominada de Z. mobilis variedade recifensis (GONÇALVES 

DE LIMA et al., 1970). 

Essa bactéria vem despertando muito interesse por ser um agente potencial na 

produção de etanol, produzindo cerca de 1.8 mol de etanol por mol de glicose, com 

velocidade três a quatro vezes maior que Saccharomyces cereviseae (ROGERS et al., 

1979; BARROW et al., 1984; GLAZER & NIKAIDO, 1995). A bactéria fermenta apenas 

três açucares(glicose, frutose e sacarose) pela via Entner-Doudoroff e converte cerca de 

95% de glicose e frutose em etanol. Entretanto, quando cresce em meio com sacarose 

ocorre a formação de levana, reduzindo significativamente a formação de etanol 

(SWINGS & DE LEY, 1977; BARROW et al., 1984; SPRENGER, 1996). BARROW et al. 

(1984)  
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relataram que todas as linhagens de Z. mobilis quando cultivadas em meio com frutose e 

glicose produzem sorbitol; entretanto, algumas linhagens com alta produção de etanol 

produzem baixa quantidade de sorbitol quando em presença de sacarose.  

 

3.1.1 Genética de Z.mobilis 

 

Atualmente, muitos avanços vêm sendo obtidos na genética de Z. mobilis com o 

emprego de técnicas da biologia molecular, as quais podem ser utilizadas para as mais 

diversas aplicações, visando estudos de biodiversidade bem como das principais enzimas 

envolvidas na utilização de açucares (WEISSER et al., 1996; DEANDA et al., 1996; 

KYONO et al., 1995; YANASE et al., 1991) e produção de levana (KYONO et al., 1995). 

Z. mobilis sempre despertou grande interesse dos biotecnologistas pela 

importância dos seus produtos e atualmente os biologistas moleculares vêem nesta 

bactéria um modelo para transferência de plasmídios e manipulações genéticas (DALLY 

et al., 1982; YANASE et al., 1991; KYONO et al., 1995; STEINER et al., 1998; 

ANANTHALAKSHMY & GUNASEKARAN, 1999). 

Essa bactéria apresenta conteúdo de guanina e citosina (G+C) em torno de 48%, o 

tamanho do genoma foi determinado por SWINGS & DE LEY (1977) como sendo de 

aproximadamente 2.300 Kb. Posteriormente, KANG & KANG (1998) determinaram 

através da análise de PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis), que o genoma de Z. 

mobilis  é menor que o relatado por Swings & De Ley (1977), apresentando um tamanho 

de 2085,5 Kb. 

Alguns trabalhos relatam a ocorrência de plasmídios em linhagens de Z. mobilis 

variando o número e o tamanho dos mesmos dependendo da metodologia de extração 

utilizada (DALLY et al., 1982; YABLONSKY et al., 1988). 

TONOMURA et al. (1982) foram os primeiros que relataram a ocorrência de 

plasmídios, possibilitando a comparação e a caracterização destes elementos 

extracromossômicos em diferentes linhagens. Todas as linhagens de Z. mobilis 

apresentaram plasmídios variando de 1.76 a 50 Kb. 

DALLY et al. (1982), examinaram as relações genéticas entre as linhagens de Z. 

mobilis (ATCC 10988, ATCC 29192, Ag11, CP3 e CP4) pela habilidade de atuar como  
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receptoras de plasmídios e pelo perfil plasmidial dessas espécies. Os autores observaram 

que as linhagens CP3 e CP4, isoladas por GONÇALVES DE LIMA et al. (1970), 

apresentaram maior eficiência como receptoras de plasmídios e que ambas 

apresentavam perfis plasmidiais idênticos. 

Igualmente, YABLONSKY et al. (1988) estudaram o perfil plasmidial de linhagens 

de Z. mobilis CP4, de várias procedências, e estas foram divididas em dois grupos (I e II) 

de acordo com o conteúdo plasmidial das linhagens analisadas. No grupo I, a linhagem Z. 

mobilis CP4 (Recife) apresentou quatro plasmídios de peso molecular que variaram de 

31.5 a 35 Kb, enquanto a mesma linhagem, procedente da Escócia, Universidade de New 

South Wales foi denominada ZM4 (grupo II), apresentou apenas três plasmídios com peso 

molecular variando de 32,5 a 40 Kb, indicando a perda espontânea de plasmídios. 

Muitos genes e operons de linhagens de Z. mobilis já foram seqüenciados por 

diversos grupos. Entre esses estão genes da frutoquinase (ZEMBRZUSKI et al., 1992), 

piruvatoquinase (STEINER et al., 1998) e genes do metabolismo da sacarose (SONG et 

al., 1993, 1994; ANANTHALAKSHMY & GUNASEKARAN, 1999). 

Estudos sobre o metabolismo da sacarose em Z. mobilis têm revelado a presença 

de três tipos de enzimas que hidrolisam a sacarose: a levanasacarase extracelular, LevU- 

que forma a levana e glicose; a invertase extracelular, InvB – que forma glicose e frutose, 

e a invertase A, InvA, cuja função ainda não está muito clara (O’MULLAN et al., 1991; 

YANASE et al., 1992; SONG et al., 1993; GUNASEKARAN et al., 1995). 

 A LevU e invB ( também conhecidas como SacB e SacC) apresentam alto grau de 

similaridade na seqüência de aminoácidos e os seus genes estão agrupados no 

cromossomo e provavelmente os dois genes têm a mesma origem (SONG et al., 1993; 

GUNASEKARAN et al., 1995). 

YANASE et al. (1992), clonaram e seqüenciaram o gene da invertase extracelular 

(invA) e ao compararem a seqüência de aminoácidos dessa enzima encontraram um alto 

grau de homologia com as enzimas invA de E.coli, Bacillus e Saccharomyces cereviseae, 

apresentando peso molecular de 58,728. 

Os genes da levanasacarase extracelular e a invertase intracelular foram clonados, 

seqüenciados e caracterizados por KYONO et al. (1995), os quais verificaram a 

similaridade das seqüências desses genes a nível de aminoácidos  de 65,3% e a nível de 

nucleotídeo de 68,1%. 
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3.1.2 Atividade Antagonista 

 
As propriedades medicinais e o antagonismo competitivo da bactéria Z. mobilis 

sobre bactérias, leveduras e fungos filamentosos têm sido relatados em diversos 

trabalhos (GONÇALVES DE LIMA et al., 1968; WANICK et al.,1970; GONÇALVES DE 

LIMA et al., 1970; SOUZA & SOUZA, 1973; LOPES et al., 1980; SCHUMACHER et al., 

1997; FERRAZ et al.,1998). 

Maurizio (1931) apud GONÇALVES DE LIMA et al. (1972) já citava o sucesso 

dessa bactéria nas clínicas de Viena no tratamento da dispepsia putrefativa e 

enfermidades relacionadas, demonstrando a capacidade da mesma em modificar a flora 

intestinal, não permitindo o surgimento de bactérias patogênicas. 

Em 1939, LINDNER apud GONÇALVES DE LIMA et al. (1958), relatou a ação da 

bactéria Z. mobilis no tratamento da brucelose no homem e nos animais, em distúrbios 

intestinais e em furúnculos. 

Foram muitos os médicos no Recife que, motivados pelas propriedades medicinais 

de Z. mobilis, reportadas por diversos pesquisadores, começaram a tratar com o 

fermentado dessa bactéria pacientes que apresentavam infecções diversas ocasionadas 

por microrganismos resistentes (FALCÃO DE MORAIS et al.,1993). 

PAULA GOMES (1959), tratou pacientes com cistites e enterocolites crônicas com 

o fermentado de Z. mobilis e obteve regressão dos sintomas em todos os casos. 

GONÇALVES DE LIMA et al (1968), demonstraram a ação antagonista de Z. 

mobilis contra várias espécies de bactérias e fungos através dos testes in vitro de estrias 

cruzadas. 

WANICK et al. (1970), utilizando tampões vaginais impregnados de cultura de Z. 

mobilis, trataram pacientes com vaginites causadas por Trichomonas vaginalis, Candida 

albicans e Neisseria gonorrhoea. Estes resultados motivaram WANICK et al. (1971a) a 

utilizarem o cultivo de Z. mobilis sob a forma de geléia nos pacientes portadores de 

infecções ginecológicas causadas pelos microrganismos acima citados. 

SOUZA & SOUZA (1973) trataram 95 pacientes portadores de colpites e 

vulvovaginites, onde 86,3% dos pacientes obtiveram cura. 
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LOPES et al. (1980) empregaram a cultura líquida de Z. mobilis no tratamento de 

pacientes com infecções entéricas causadas por diversas bactérias, entre elas Proteus 

morganii, Shigella dysenteriae, Salmonella enteritidis, obtendo, ao final do tratamento, o 

desaparecimento dos sintomas clínicos. 

CALAZANS (1997), estudou a atividade antitumoral da levana produzida por 

diferentes linhagens de Z. mobilis, em camundongos com sarcoma 180 e carcinoma de 

Erlich. Onde verificou que essa atividade antitumoral varia em relação ao peso molecular 

da levana. Resultados semelhantes foram obtidos por LIMA (2001), que também 

observou a influência do peso molecular do polissacarídeo na resposta antitumoral. 

FERRAZ et al. (1998), analisaram a influência do fermentado de Z. mobilis em 

camundongos induzidos a desenvolver uma peritonite por ligadura e punctura cecal, e 

comprovaram uma diminuição da taxa de mortalidade de 33% para o grupo tratado, 

enquanto no grupo controle a taxa de mortalidade foi cerca de 60%. 

SANTOS et al. (2001) avaliaram a ação antihelmíntica da cultura bacteriana de 

Z.mobilis tratando camundongos infectados com Schistosoma mansoni e obtiveram uma 

redução significativa de 60,91% no grupo tratado quando comparado com o controle, 

cujos camundongos não haviam tomado o fermentado. 

 

3.2 Bacteriocina 

 

No século passado, Pasteur & Joubert foram os primeiros a estudar as interações 

antagonísticas entre diferentes bactérias, pela demonstração do efeito inibitório de 

bactérias da urina sobre o Bacillus anthracis. Porém os cientistas da época se 

preocuparam mais com as implicações biológicas da interação bacteriana do que com a 

caracterização química do agente inibitório (TAGG et al., 1976). 

O primeiro relato de substâncias inibitórias produzidas por E. coli foi feito por Gratia 

(1925), que observou que uma amostra virulenta de E. coli produzia, em meio líquido, 

uma substância dializável e termoestável capaz de inibir o crescimento de E. coli. Essa 

substância a princípio foi denominada de princípio V. Mais tarde, GRATIA (1932) 

estabeleceu a natureza protéica desse componente, e observou também que outras 

amostras de E. coli produziam substâncias similares (TAGG et al., 1976; JACK et al.,  
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1995). Foi em 1946 que FREDERICQ resolveu adotar um termo que englobasse todas 

essas substâncias inibitórias produzidas pela família Enterobacteriaceae.(TAGG et al., 

1976; JACK et al.,1995). Com a descoberta da produção dessas proteínas antibacterianas 

por outras bactérias não coliformes, JACOB et al. (1953) resolveram denominá-las de 

bacteriocinas. 

Segundo TAGG et al. (1976), as bacteriocinas são substâncias de natureza 

protéica que possuem pequeno espectro de ação centrado em espécies relacionadas, 

têm ação bactericida, elevado peso molecular, ligam-se a receptores celulares específicos 

e os determinantes genéticos que codificam sua produção são, geralmente, de natureza 

plasmidial. Os plasmídios portadores desses genes podem determinar não somente a 

composição química destas substâncias como também a regulação da biossíntese e 

autoimunidade, podendo ser transferidos por conjugação, transformação ou transdução. 

Para classificar uma substância como sendo bacteriocina, alguns critérios devem 

ser preenchidos. Por definição, todas as bacteriocinas contêm componentes protéicos ou 

peptídicos que são essenciais para suas funções. Alguns trabalhos relatam que essas 

substâncias consistem da combinação de diferentes proteínas ou são compostos de 

proteínas que podem estar complexadas a carboidratos e ou lipídios, mas estudos 

demonstram que a parte responsável pela atividade antagonista situa-se na porção 

carboxiterminal da proteína (VAN BELKUM et al.,1991; LEWUS et al., 1992; NISSEN-

MEYER et al.,1993; JIMENEZ-DIAZ et al., 1993; ALLISON & KLAENHAMMER, 1994; 

DAW & FALKINER, 1996). Geralmente, são encontradas como polipeptídios de alto peso 

molecular, como as colicinas, que variam de 29 a 90 KDa (PUGSLEY, 1984; BRAUN et 

al., 1994; JACK et al., 1995). Em outros casos, apresentam um peso molecular de apenas 

6 kDa, sendo chamada de microcina (KOLTER & MORENO, 1992). 

As bacteriocinas foram primeiramente caracterizadas em E. coli, sendo as colicinas 

as mais estudadas (JACK et al., 1995). Desde a sua descoberta vem servindo de modelo 

para o desenvolvimento de métodos de detecção e estudos de estrutura, modo de ação, 

imunidade, genética e aplicação (REEVES, 1965; NOMURA, 1967; TAGG et al., 1976; 

LEWUS et al.,1991). 

A partir da década de 90, as bacteriocinas começaram também a ser estudadas em 

bactérias Gram-positivas como, por exemplo, as produtoras de ácido láctico devido à 

grande importância econômica na indústria alimentícia (JACK et al.,1995). Diferentes  



LIMA, G.M.S      Ocorrência de bacteriocinas e caracterização molecular de linhagens de Zymomonas mobilis 
 
 

 

14

 
 

 

gêneros como Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Carnobacterium 

foram incluídos como produtores de bacteriocinas (ALLISON & KLAENHAMMER, 1999). 

CLEVELAND et al. (2001), enfatizaram que, além da aplicação das bactérias 

lácticas como probióticos, as bacteriocinas também são muito utilizadas na conservação 

de alimentos, sendo a nisina a única produzida comercialmente para a conservação de 

alimentos, legalizada em 1988 nos Estados Unidos quanto a segurança como GRAS, 

Generally Regarded as Safe. Esta bacteriocina é classificada como um lantibiótico, por 

conter o aminoácido lantionina, com capacidade de inibir o crescimento de bactérias 

Gram-positivas, incluindo patógenos como Listeria monocytogenes (STEVENS et al., 

1991; CLEVELAND et al., 2001). 

 

3.2.1 Condições para detecção de bacteriocina 

 

A produção de substâncias tipo bacteriocinas pode ser demonstrada em meio 

sólido, líquido e semi-sólido através da inibição do microrganismo sensível (GANGLIANO 

& HINDSDILL, 1970; BOTTONE et al.,1971; TAGG et al., 1976). 

Os métodos mais utilizados são antagonismo direto ou sobrecamada, difusão em 

poços ou em discos de papel e pelo método de estrias cruzadas, igualmente como os 

ensaios para atividade antibiótica. No antagonismo direto a linhagem produtora de 

bacteriocina é inoculada em meio de cultura sólido, incubada e em seguida colocada uma 

sobrecamada semi-sólida pré-inoculada com a linhagem indicadora. No método de 

difusão, o sobrenadante da linhagem produtora é adicionado nos discos de papel ou nos 

poços perfurados no meio de cultura sólido, previamente semeado com o microrganismo 

indicador. Já no método de estrias cruzadas a linhagem produtora é inoculada com alça 

no meio de cultura sólido e após crescimento o microrganismo indicador é inoculado, 

também por estria, perpendicularmente à linhagem produtora de bacteriocina (MAYR-

HARTING et al., 1972; HOOVER & HARLANDER, 1993). 

A literatura afirma que alguns fatores são muito importantes para a produção e 

detecção da bacteriocina, como os constituintes do meio de cultura e as condições de 

cultivo de organismos bacteriocinogênicos (TAGG et al., 1976; BISWAS et al., 1991). 

Variações nas condições de pH, temperatura e tempo podem interferir na produção de  
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bacteriocina. Geralmente, a produção de bacteriocina é muito boa na temperatura ótima 

para o crescimento da linhagem produtora. O crescimento a altas temperaturas pode 

suprimir a produção de bacteriocina e muitas vezes levar a uma perda irreversível da 

propriedade antagonista (DAJANI & TAUBE, 1974; JETTEN & VOGELS, 1973; TAGG et 

al, 1976; BISWAS et al.,1991). 

LI et al. (2002) avaliaram os efeitos promovidos pelos componentes dos meios de 

cultura na produção de nisina e no crescimento celular, procurando o melhor componente 

que produzisse maiores quantidades de nisina. Os diferentes ingredientes do meio de 

cultura apresentaram diferentes efeitos no rendimento da bacteriocina e no crescimento 

celular. O meio de cultura que não era tão vantajoso para o crescimento celular era o que 

produzia uma alta concentração de nisina, comprovando que as condições ótimas para o 

crescimento celular não implicam na maior produção de bacteriocina. 

A produção de muitas bacteriocinas pode ser induzida por tratamentos físicos ou 

químicos como a irradiação ultravioleta ou com mitomicina C (TAGG et al., 1976). 

Todas as bacteriocinas contêm um componente protéico que é essencial para a 

sua atividade biológica. Conseqüentemente, os testes de sensibilidade com enzimas 

proteolíticas (proteinase, tripsina etc) são muito utilizados para determinar a natureza 

química da bacteriocina (TAGG et al., 1976; VAN BELKUM et al., 1991; LEWUS et al., 

1992; NISSEN-MEYER et al., 1992; JIMENEZ-DIAZ et al., 1993; ALLISON & 

KLAENHAMMER, 1994). 

 

3.2.3 Mecanismo de Ação  

 

O mecanismo de ação das bacteriocinas pode variar conforme o microrganismo 

produtor utilizado. Segundo TAGG et al. (1976) o conhecimento do mecanismo de ação 

deriva de estudos realizados com colicinas, podendo ser dividido em três etapas: 

• A primeira etapa consiste na ligação da bacteriocina a receptores específicos no 

envelope celular, que ocorre, provavelmente, de forma reversível. .Esses 

receptores geralmente têm funções como: ligações a vitaminas ou fatores de 

crescimento; 
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• Na segunda etapa ocorre o transporte das moléculas de bacteriocina através da 

membrana externa e, em alguns casos, via membrana citoplasmática; 

• A última etapa envolve a morte celular via lesões bioquímicas específicas  

 

O mecanismo de ação é característico para cada tipo de bacteriocina, mas, em 

geral, o principal mecanismo é a alteração da permeabilidade celular ou inibição da 

síntese do DNA, RNA e outras macromoléculas (HAMMOND et al., 1987; BHUNIA et al., 

1991; AZEVEDO, 1998). 

O espectro de atividade de uma bacteriocina é determinado em parte pela 

presença de receptores apropriados nos organismos suscetíveis. Tem sido observado 

que as bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas demonstram atividade 

contra várias espécies de bactérias Gram-positivas, enquanto as bactérias Gram-

negativas atuam sobre espécies relacionadas (TAGG et al., 1976; JACK et al., 1995). 

Porém, são encontradas algumas espécies de bactérias Gram-negativas que apresentam 

amplo espectro de atividade, como as bactérias da cavidade oral, Actinomyces. 

actinomycetemcomitans e espécies de Bacteroides orais que produzem bacteriocinas 

contra espécies de Bacteroides, Streptococcus e Actinomyces. Enquanto várias espécies 

de Pseudomonas apresentam atividade contra Micrococcus (NAKAMURA et al., 1981, 

HAMMOND et al., 1987; MIRANDA, 1993). 

 

3.2.4 Genética de bacteriocina 

 

Os genes bacteriocinogênicos podem determinar não somente a composição 

química da bacteriocina, mas também a regulação da biossíntese, liberação e imunidade 

da célula hospedeira. Muitas destas características genéticas estão relacionadas a 

plasmídios, com algumas exceções como piocina, subtilina e pneumococina, que estão 

localizados nos cromossomos. Em alguns casos os genes foram localizados em ambos, 

no plasmídio e no cromossomo (TAGG et al.,1976; KOLTER & MORENO, 1992; 

KLAENHAMMER, 1993; JACK et al., 1995; DAW & FALKINER, 1996;. ALLISON & 

KLAENHAMMER, 1999). 
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Plasmídios que conferem a capacidade de produzir bacteriocina podem ser 

facilmente transferidos da linhagem bacteriocinogênica para outra linhagem compatível 

por conjugação ou transdução. Essa transferência tem sido bastante demonstrada para 

os plasmídios colicinogênicos (DAW & FALKINER, 1996). Em muitos casos um só 

plasmídio pode conter determinantes genéticos para diversas bacteriocinas, como é o 

caso do plasmídio p9B4-6 que codifica a lactococina A, B e M e também a proteína de 

imunidade. 

Plasmídios de diferentes linhagens e subespécies podem codificar uma mesma 

bacteriocina, como por exemplo, a lactococina A que é produzida por duas subespécies 

diferentes de Lactobacillus lactis que apresentam plasmídios com peso molecular 

variando de 55 a 131 Kb. Por outro lado, duas ou mais bacteriocinas podem ser 

codificadas por diferentes plasmídios na mesma espécie (VANBELKUM et al.,1991; JACK 

et al.,1995). 

Uma característica importante é a capacidade do microrganismo produtor de 

bacteriocina sobreviver à ação da sua própria bacteriocina através do mecanismo de 

imunidade específica, que consiste na produção de uma proteína imune (TAGG et al., 

1976; JACK et al.,1995; ALLISON & KLAENHAMMER,1999; CLEVELAND et al.,2001). Os 

genes responsáveis pela produção e imunidade de muitas bacteriocinas estão agrupados 

e organizados em um ou até dois operons e geralmente o gene que codifica a imunidade 

específica está muito próximo do gene de produção (KOLTER & MORENO, 1992; 

CLEVELAND et al., 2001). 

Segundo ALLISON & KLAENHAMMER (1999) existem dois mecanismos principais 

de imunidade: o fator de imunidade pode interagir com o receptor da bacteriocina ou as 

bacteriocinas podem ser importadas e inativadas pela célula. 

Antes de serem liberadas, as bacteriocinas são acumuladas no citoplasma onde 

serão transportadas na forma solúvel. Contudo, o transporte das bacteriocinas depende 

da expressão de um gene que codifica a proteína de liberação de bacteriocina (BRP), 

também chamada de proteína de lise (DAW & FALKINER, 1996). 

Geralmente, o operon da bacteriocina codifica três proteínas: a bacteriocina, a 

proteína de imunidade e a proteína de lise. A proteína de imunidade tem a função de 

proteger a célula da ação letal da sua própria bacteriocina e a proteína de lise de auxiliar  
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na liberação da bacteriocina (JACK et al., 1995; DAW & FALKINER, 1996; CLEVELAND 

et al., 2001). 

3.2.5 Aplicação da bacteriocina 
 

A produção de bacteriocina tem despertado grande interesse no campo prático 

apresentando um grande significado na microbiologia médica, particularmente nos 

estudos epidemiológicos (DAW & FALKINER, 1996). 

As bacteriocinas, especialmente de microrganismos Gram-positivos, têm sido 

amplamente utilizadas no controle de patógenos de alimentos (LEWUS et al., 1991; 

DAESCHEL, 1993; LEWUS & MONTVILLE, 1992; ALLISON & KLAENHAMMER, 1999). 

Também podem atuar como agentes terapêuticos, em infecções bacterianas de difícil 

controle e no controle biológico de bactérias fitopatogênicas (JACK et al., 1995; BIAGI & 

AZEVEDO, 1992, OLIVEIRA & ROSATO, 1996). 

Atualmente, o uso abusivo de drogas antimicrobianas tem gerado o aparecimento 

de microrganismos resistentes a antibióticos; e a indústria farmacêutica não tem sido 

capaz de produzir de maneira rápida novos antibióticos efetivos contra esses 

microrganismos, que na sua grande maioria são multi-resistentes. Por isso, surgiu o 

interesse da implantação de bactérias produtoras de bacteriocinas que são capazes de 

interferir na colonização e infecção por espécies patogênicas (JACK et al., 1995). 

Segundo TAKADA et al. (1991), doenças periodontais podem ser prevenidas, 

eliminando-se bactérias periodontopáticas da placa e do sulco gengival. O 

desenvolvimento de bacteriocina que iniba especificamente o crescimento de bactérias 

patogênicas poderia ser um método benéfico na regulação da microbiota oral. Eles 

observaram que a bacteriocina TH14 produzida pela Prevotella intermedia TH14 possui 

um pequeno espectro de ação, contudo afeta P. intermedia ATCC 25611 que está 

associada a doenças periodontais, evidenciando que essa bacteriocina é uma importante 

ferramenta para a prevenção de doenças periodontais. 
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3.3 Marcadores baseados em PCR ( Polymerase Chain Reaction). 

 

O advento da biologia molecular tem provocado várias mudanças nos tipos de 

acessos utilizados para caracterização e identificação de bactérias fitopatogênicas, fungos 

e na pesquisa de doenças (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996; LOUWS et al., 1999). 

Diversas técnicas estão disponíveis para a detecção da variabilidade genética. 

Estas técnicas permitem a obtenção de um número ilimitado de marcadores moleculares 

cobrindo todo o genoma do organismo. Tais marcadores genéticos são utilizados para a 

detecção da variabilidade genética a nível de DNA, ou seja, para a detecção do 

polimorfismo, gerando informações sobre a diversidade genética.  

De acordo com FARAH (1997), a técnica de PCR foi descrita por Kary Mullis no 

final dos anos 80 e tem revolucionado a genética molecular, pois possibilita uma nova 

estratégia na análise de genes por meios de um método simples e rápido de amplificação 

de seqüências, dispensando todas as trabalhosas técnicas de clonagem gênica. A PCR 

explora a capacidade de duplicação do DNA, permitindo amplificar pequenos e 

específicos segmentos do genoma. 

WILLIAMS et al. (1990) desenvolveram uma nova classe de marcadores 

denominada RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) baseado no princípio da 

técnica de PCR. Essa técnica tem sido bastante útil para estudos de ordem genética ou 

estudos que visam esclarecer problemas relacionados a taxonomia. Na técnica de RAPD 

é utilizado um primer de seqüência arbitrária a fim de se obter produtos de amplificação 

de diferentes isolados, espécies e gêneros. O tamanho dos primers utilizado em RAPD é 

menor, com seis a dez oligonucleotídeos, do que aqueles utilizados em reações de PCR 

específicas, justamente para aumentar a probabilidade de encontrar seqüências 

homólogas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996; HARRY et al., 2001). 

Os marcadores RAPD são importantes ferramentas para verificar a variabilidade 

existente entre diferentes isolados dentro de uma mesma espécie, uma vez que geram 

um grande polimorfismo. A análise desses marcadores permite a elaboração de 

coeficientes de similaridade, que verificam o grau de relação genética entre os isolados 

(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996). 
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O estudo da caracterização genética de isolados de Z. mobilis, por marcadores de 

RAPD, foi realizado por SILVA (2000) que comparou linhagens parentais (AG-11 e ZAP) e 

recombinantes (ZAG-4, ZAG-6, ZAG-10 e ZAG-12), evidenciando a eficiência dessa 

técnica em detectar o polimorfismo nas linhagens estudadas. 

A caracterização genética tem também sido efetuada através de outros métodos 

baseados em PCR. Um outro marcador que vem sendo bastante utilizado para estudar a 

diversidade de organismos é o rep-PCR (repetitive DNA sequence). 

A análise por rep-PCR foi desenvolvida baseada na ocorrência de seqüências 

conservadas repetitivas distribuídas no genoma de bactérias Gram-negativas e Gram-

positivas. O método permite a diferenciação a nível de espécies, subespécies e linhagens. 

Três pares de primers, BOX, ERIC e REP, permitem a amplificação de diversas regiões 

do genoma, gerando fragmentos de DNA de diferentes tamanhos e específicos para cada 

linhagem ou subespécie. O rep-PCR tem sido muito utilizado para detectar a diversidade 

genética de patógenos de plantas, animais e no ambiente (BRUIJN, 1992; LOUWS et al., 

1994; 1999; GONÇALVES & ROSATO, 2000; METHA et al., 2001). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
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4.1 Microrganismos 

 

Foram utilizadas seis linhagens de Zymomonas mobilis (Tabela 1), pertencentes à 

coleção de microrganismos do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de 

Pernambuco, DAUFPE (FALCÃO DE MORAIS et al., 1993).  

As linhagens testadas quanto a sensibilidade à bacteriocina produzida por Z. 

mobilis. estão relacionadas na Tabela 02. 

 

Tabela 1. Linhagens de Z. mobilis utilizadas  

Linhagem Origem Local Coleção (DAUFPE)

CP4 Caldo de cana Fermentado Recife-PE 202 

Z1-86A Usina Maravilhas Goiana-PE 353 

Z1-86B Usina Maravilhas Goiana-PE 354 

Z1-87 Engenho Alagoas Alagoas 355 

Z1-88 Usina Laranjeiras Vicência-PE 356 

Z2-88 Destilaria GIASA Paraíba 357 

 

Tabela 2. Bactérias utilizadas para os testes de atividade antimicrobiana das linhagens de Z.mobilis. 

Linhagem Registro (DAUFPE) 

E. coli K12 84 

E. coli BH57 393 

E. coli ATCC 9637 476 

Salmonella enteritidis MM 414 

Staphylococcus aureus W 01 

Streptococcus faecalis ATCC 6057 138 
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4.2 Meios de Cultivo: 

 

4.2.1 Manutenção das linhagens de Z. mobilis 
 

O cultivo líquido das linhagens de Z. mobilis foi mantido em meio Standard de 

SWINGS & DE LEY, SSDL (SWINGS & DE LEY, 1977). Para estocagem a –20ºC, a 

cultura crescida em SSDL foi adicionada na proporção de 1:2 em meio líquido SSDL 

estéril mais glicerol (20%). A temperatura de incubação foi de 30ºC. 

 

4.2.2 Meios de cultura utilizados nos experimentos 
 

 SCHREDER - Ágar 

Glicose                           20g 

Extrato de levedura          2g 

K2HPO4                            1g 

(NH4)SO4.7H2O                1g 

MgSO4.7H2O                 0,5g 

ágar                               15g  

Água destilada        1000mL 

 

 SSDL - Ágar 

Glicose                             20g 

Extrato de levedura            5g 

Ágar                                  15g 

Água destilada           1000mL 

 

 

 

 

 

 

 



LIMA, G.M.S      Ocorrência de bacteriocinas e caracterização molecular de linhagens de Zymomonas mobilis 
 
 

 

24

 
 

 

 AN (Agar Nutritivo semi sólido) 

Peptona                                             10g 

Extrato de Carne                                 3g 

NaCl                                                    5g 

Agar                                                     7g 

Água destilada                            1000mL 

 

Todos os meios foram autoclavados a 121ºC durante 15 minutos. 

 

4.3 Soluções e Tampões 

 
SOLUÇÃO DE HIDRÓXIDO DE SÓDIO (10N) 

NaOH                                                  40g 

Água destilada                               100 mL 

 

SOLUÇÃO DE GLICEROL 20% (v/v) 

Glicerol                                              20 mL 

Água deionizada q.s.p                      80 mL 

 

SOLUÇÃO DE NaCL 5M 

NaCl                                                  14,6 g 

Água deionizada q.s.p                     100 mL 

 

SOLUÇÃO DE COOMASSIE BRILHANT BLUE 

Coomassie brilhant blue R 250          0,15g 

Ácido fosfórico                                   15 mL 

Etanol 95%                                         7,5 mL 

O volume foi completado com água deiozinada para 150 mL. 

 

SOLUÇÃO ESTOQUE DE ACRILAMIDA-30% (p/v)  

Acrilamida                                        75g 
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Bis-acrilamida                                    2g 

Água deionizada q.s                   250 mL 

 

SOLUÇÃO DE PERSULFATO DE AMÔNIO. 

Persulfato de amônio                     0,1g  

Água deionizada .                           1 mL 

 Obs: Esta solução deve ser preparada na hora do uso. 

 

GEL EMPILHADOR- 4% 

Tampão Tris-HCl 6,8                                          1,5 mL 

Acrilamida (sol 30%p/v)                                        2 mL 

Persulfato de amônio                                      0,112 mL 

TEMED                                                            0,015 mL 

Água deionizada                                               11,4 mL 

SDS 10%                                                              0,2 mL 

 

GEL SEPARADOR- 10% 

Tampão Tris-HCl 8,9                                             2 mL 

Acrilamida (sol 30%p/v)                                      6,7 mL 

Persulfato de amônio                                      0,112 mL 

TEMED                                                            0,015 mL 

Água deionizada                                               11,4  mL 

SDS 10%                                                              0,2 mL 

 

FIXADOR PAGE 

Metanol                                         45 mL 

Ácido acético                                 10 mL 

Água deionizada                            45 mL 

 

SOLUÇÃO CORANTE 

Azul de Coomassie Brilhant Blue R250          50 mg 

Fixador PAGE                                                 50 mL 
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SOLUÇÃO DESCORANTE 

Metanol                                                5 mL 

Ácido acético                                        7 mL 

Água deionizada                                 88 mL 

 

SOLUÇÃO DE EDTA 0,5M (pH 8,0) 

EDTA                                                   9,3 g 

NaOH                                                      1 g 

Água deionizada                                40 mL 

 Obs:Após a completa dissolução dos componentes o volume foi completado 

para 50mL. 

 

TAMPÃO Tris-HCl (pH 7,8) 

Trizma base                                        1M 

Água deionizada                                   60 mL 

O pH foi ajustado para 7,8 com HCl e o volume completado para 100 mL. 

 

TAMPÃO DA AMOSTRA PARA ELETROFORESE 

Glicerol 20%                                          5 mL 

Tampão do gel empilhador                 2,5 mL 

Azul de bromofenol                             2,5 mg 

Completar o volume com água deionizada para 25 mL. 

 

TAMPÃO DO TANQUE (pH 8,9) 10X Concentrado 

Trizma base                                         63,2 g 

Glicina                                                  39,9 g 

Completar o volume com água deionizada para 1000 mL. 

 

TAMPÃO TAS 

Tris-HCl 50mM                                         2,5 mL 

EDTA 50mM                                                5 mL 

NaCl 150mM                                             1,5 mL 
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O volume foi completado para 50mL com água deionizada. 

 

TAMPÃO TE 

Tris HCl 10mM                                           1 mL 

EDTA 1mM                                              0,2 mL 

O volume foi completado para 100mL com água deionizada. 

 

TAMPÃO DA AMOSTRA PARA DNA 

Glicerol 30%                                         3 mL 

Azul de bromofenol                            25 mg 

Água deionizada                                 10 mL 

 

TAMPÃO TBE 10X CONCENTRADO 

Trizma base                                          54 g 

Ácido bórico                                       27,5 g 

EDTA 0,5M                                        20 mL 

O volume foi completado com água deionizada para 500 mL. 
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4.4 Atividade bacteriocinogênica. 

 

A produção de bacteriocina das linhagens de Z. mobilis contra as bactérias 

reveladores foi verificada pelo teste de antagonismo direto, segundo AZEVEDO & COSTA 

(1973). 

Como esquematizado na figura 1, as linhagens de Z.mobilis foram cultivadas em 

caldo SSDL a 30ºC por 24 horas, e 2µL deste fermentado foram inoculados em quatro 

pontos na placa de Petri contendo ágar Schreder. As placas foram incubadas a 30ºC 

durante 24 horas. As placas foram tratadas com vapor de clorofórmio durante 15 minutos 

e em seguida foram deixadas abertas por 30 minutos para eliminar o clorofórmio por 

evaporação. Após esse tratamento, adicionou-se às placas cerca de 4 ml de meio AN 

semi-sólido contendo 106células de cada microrganismo revelador. Em seguida, as placas 

foram incubadas a 37ºC durante 24 horas. O antagonismo foi observado pela formação 

de um halo de inibição em volta de cada colônia de Z. mobilis. 

 

4.4.1 Avaliação do meio de cultura e temperatura de incubação na produção 
de bacteriocina por Z. mobilis. 

 

A atividade bacteriocinogênica foi avaliada em dois meios de cultura diferentes, 

ágar SSDL (ítem 4.2.2) e ágar Schreder (ítem 4.2.2), e incubadas a 30ºC e 37ºC durante 

24 horas, pelo método do antagonismo direto já descrito anteriormente. Como reveladora 

sensível foi utilizada E. coli K12. As placas foram analisadas quanto à formação de halos 

de inibição. 
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Figura 1 Esquema do teste de atividade bacteriocinogênica pelo método do antagonismo direto com 
linhagens de Z. mobilis no meio Schreder a 30ºC. 
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4.5. Caracterização das bacteriocinas 

 

4.5.1 Avaliação da presença de bacteriófagos 
 

Esse teste foi realizado segundo metodologia de LEWUS et al. (1991), para 

verificar a presença de bacteriófagos no meio, de modo que estes possam ser os 

responsáveis pela inibição do crescimento bacteriano. 

Um pequena porção do ágar (3 mm de diâmetro) contendo o halo de inibição foi 

removido assepticamente, e adicionado a 1,5 mL de meio líquido, seguido de trituração 

com bastão de vidro esterilizado. A mistura foi incubada por 1 hora a temperatura 

ambiente. Alíquotas de 100 µl da suspensão e 100 µl da linhagem indicadora E. coli K12 

foram adicionados ao ágar semi-sólido e distribuídos nas placas de Petri, as quais foram 

incubadas por 24 horas. Após esse período, foi realizada a leitura quanto à presença de 

zonas líticas. 

 

4.5.2 Ocorrência de bacteriocina no sobrenadante 
 

As linhagens de Z. mobilis foram cultivadas em meio Schreder por 24 horas, os 

fermentados foram centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos, neutralizados com NaOH 

10 N (pH 7,0) e esterilizados por filtração em membrana 0,22 µm (Milipore). 30 µL de 

cada sobrenandante foram adicionados aos discos de papel e colocados no meio de 

cultivo contendo 106células/mL do microrganismo indicador ( E. coli K12). As placas foram 

incubadas a 37ºC por 24 horas. Com a finalidade de eliminar a possibilidade da atividade 

antagonista ser causada por ácidos, o teste também foi realizado com o sobrenadante 

não neutralizado. 
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4.5.3 Determinação da estabilidade da bacteriocina. 
 

A termoestabilidade da bacteriocina foi avaliada segundo técnica descrita por 

LEWUS (1991). Alíquotas de 100 µL do sobrenadante foram incubadas a diferentes 

temperaturas: 42ºC, 60ºC, 80ºC e 100ºC, por 15 minutos. Em seguida, foram resfriadas 

por cerca de 60 minutos a 4ºC. Após esse tempo, foi testada a atividade 

bacteriocinogênica segundo método de difusão em discos de papel, utilizando a E. coli 

K12 como linhagem indicadora sensível, e tendo como controle o sobrenadante não 

tratado. 

 

4.5.4 Avaliação da natureza protéica  
 

A avaliação do efeito da enzima proteolítica sobre a atividade bacteriocinogênica foi 

realizada, conforme método modificado de Lewus et al. (1991). 200 µL do sobrenadante 

foram tratados com 10 µL de proteinase K (10 mg/mL), durante 90 minutos a 30ºC, para 

permitir a digestão da enzima. Em seguida, a atividade biológica foi testada e comparada 

com a do sobrenadante não tratado. 

 

4.6 Cinética da produção de bacteriocina. 

 

Em 250 mL de meio Schreder foram inoculados 10% (v/v) da cultura de Z. mobilis 

Z1-87 e incubados a 30ºC durante 48 horas. Em intervalos regulares de 3 horas, alíquotas 

foram retiradas para a determinação da absorbância a 600 nm e avaliação da produção 

de bacteriocina pelo método de difusão em disco (ítem 4.5.2), utilizando a E. coli K12 

como linhagem indicadora. Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste t de 

Student, tendo como nível de significância p<0,05. 
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4.7 Caracterização Molecular 

4.7.1 Análise de proteínas totais (SDS-PAGE) 
 

A análise de proteínas totais foi realizada conforme metodologia VAUTERIN et al. 

(1991). 

Uma alíquota de 6 mL da cultura de Z. mobilis crescida durante 24 horas foi 

centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos. A massa celular foi lavada com 1,5 mL de 

tampão TE, novamente centrifugada e ressupendida em 0,3 mL do mesmo tampão. Em 

seguida, foram adicionados 60 µL de SDS 10% e homogeneizados até que a mistura 

ficasse transparente e viscosa. Posteriormente, 200µL de tampão da amostra (foram 

acrescentados aos tubos e estes foram incubados a 100ºC para ferver por 3 minutos. 

Alíquotas de 50 µL de cada amostra foram aplicados nos poços do gel de poliacrilamida 

contendo SDS e em seguida, procedida a corrida com uma voltagem inicial de 100 volts. 

Após a passagem da amostra para o gel separador a voltagem foi aumentada para 200 

volts sendo mantida até o final da corrida. 

Após a corrida o gel foi transferido para uma solução corante por 4 horas. Em 

seguida foi realizada a descoloração até que as bandas aparecessem nítidas. 

 

4.7.2 Extração do DNA total 
 

O DNA das linhagens de Zymomonas mobilis foi extraído mediante técnica descrita 

por Sambrook et al. (1989). Cinco mL do cultivo de Z. mobilis (caldo SSDL por 24 horas, a 

30°C) foram centrifugados a 12.000 rpm, por 5 minutos, e o sobrenadante desprezado. O 

sedimento foi lavado com 1,5 mL de tampão TAS, novamente centrifugado e 

ressuspendido em 0,5 mL do mesmo tampão. A amostra foi tratada com proteinase K 

(150 µg/mL) e SDS 2% e incubada a 50ºC por 60 minutos. Foram adicionados 400 µL de 

fenol ao sobrenadante, homogeneizado e centrifugado por 2 minutos. Em seguida, a fase 

aquosa foi transferida para outro tubo, acrescida de 500 µL de clorofórmio e centrifugada 

por 2 minutos. Foi acrescentado acetato de potássio (pH 5,2) 30 mM e precipitado com 

etanol absoluto por 1 hora. O material foi centrifugado, o sobrenadante desprezado,  

 



LIMA, G.M.S      Ocorrência de bacteriocinas e caracterização molecular de linhagens de Zymomonas mobilis 
 
 

 

33

 
 

lavado com 400 µL de etanol a 70% e novamente centrifugado por 2 minutos. Depois de 

seco, o sedimento foi ressupendido em 50 µL de tampão TE. 

Após finalizar os procedimentos de extração do DNA a integridade e a 

concentração do DNA foram avaliadas por eletroforese. Foram retirados 5 µL de cada 

amostra e adicionados 3 µL do tampão da amostra, misturados e depositados nos poços 

do gel de agarose 0,8% contendo brometo de etídio. Após a corrida, o gel foi observado 

em transiluminador de luz ultravioleta e fotografado com câmera Polaroid. A concentração 

de DNA nas amostras foi estimada por comparação com amostras de DNA de fago 

lambda, utilizadas em concentrações conhecidas. 

 

4.7.3 Condições de amplificação (RAPD e rep-PCR) 
 

O RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) explora a capacidade de 

duplicação do DNA onde uma fita simples será usada como molde para a síntese de 

novas cadeias complementares, sob ação da DNA polimerase, que tem a capacidade de 

adicionar os nucleotídeos presentes na reação, de acordo com a fita molde. 

A amplificação das amostras foi efetuada em volume final de 25 uL que continha 

tampão 10X, dNTPs (100µM.), MgCl2  (3mM.) e Taq polimerase (2U) e 3 µL da amostra de 

DNA ( Tabela 3). Os controles das reações foram efetuados de forma similar, sem adição 

de DNA. As misturas reagentes foram colocadas em termociclador, programado para 

realizar inicialmente uma desnaturação a 94ºC por 3 minutos, uma única vez, seguida de 

40 ciclos de 1 minuto a 94ºC, 1 minuto a 37ºC e por fim 1 minuto a 72ºC Após o processo 

de amplificação, 5 µL das amostras foram misturados com 3µL do tampão da amostra, 

aplicados nos poços de agarose 1,2% com brometo de etídio e separados por 

eletroforese. Ao final da corrida o gel foi visualizado no transiluminador de luz ultravioleta 

e fotografado com câmera Polaroid. 

 

 

 

 

Tabela 3 Componentes do MIX de amplificação de DNA dos isolados de Z. mobilis  utilizando a 
reação de RAPD e rep-PCR. 
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Componentes 

Volume na 

reação  

RAPD 

Volume na 

reação 

ERIC 

Volume na 

reação 

REP 

MgCl2 (3mM) 1,5 µL 1,4 µL 1,4 µL 

Tampão (10x) 2,5 µL 2,5 µL 2,5 µL 

dNTP (100µM) 1,0 µL 1,0 µL 1,0 µL 

Primer (5 µM) 3,0 µL 1,25 µL 2,5 µL 

Agua milli Q 14 µL 15,85 µL 14,6 µL 

Taq polymerase (5U/ µL) 0,4 µL 0,4 µL 0,4 µL 

DNA 3 µL 3 µL 3 µL 

Total 25 µL 25 µL 25 µL 

 

4.7.4 Reação de rep-PCR 
 

O processo de amplificação pela reação de rep-PCR (primers ERIC e REP) foi 

realizado utilizando as mesmas condições citadas no ítem 4.7.3, existindo diferença 

apenas nas quantidades dos componentes presentes na mistura da reação (tabela 3). 

Após a amplificação, 15 µL do material foram retirados, misturados com 5 µL do 

tampão da amostra (ítem 4.4.7) e aplicados nos poços do gel de agarose 1,4% e 

submetidos à eletroforese. Ao final, as bandas foram visualizadas no transiluminador de 

luz ultravioleta. 

 

4.8 Análise dos dados 

 

As bandas de DNA foram analisadas quanto à presença (1) ou ausência (0) de 

bandas em cada linhagem. A matriz de similaridade foi construída através da utilização do  
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programa NTSYS, com o método UPGMA (Unweigthed Pair Group Method with Arithmetic 

mean), por meio do coeficiente de Jaccard (SJ). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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5.1. Atividade bacteriocinogênica 

 

A capacidade de produzir compostos com atividade bacteriocinogênica foi 

investigada em seis linhagens de Z. mobilis utilizando-se o teste descrito previamente 

(ítem 4.4). Como linhagens sensíveis foram utilizadas diferentes espécies de bactérias 

patogênicas ao homem (E. coli, Salmonella enteritidis, Streptococcus faecalis e 

Staphylococcus. aureus). Todas as linhagens de Z. mobilis ensaiadas apresentaram 

atividade bacteriocinogênica em diferentes graus, capazes de sintetizar e liberar inibidores 

que são letais para outras bactérias. 

Foi observado que o padrão de atividade das bacteriocinas pode variar de uma 

linhagem para outra e os halos de inibição produzidos também podem variar quando 

testados com diferentes linhagens indicadoras (Figura 2). As linhagens de Z. mobilis Z1-

86B e Z1-87 produziram os maiores halos de inibição de 28 e 30mm para E. coli K12, 

sendo destacadas como as melhores produtoras de bacteriocina. Por outro lado, S. 

faecalis apresentou resistência às bacteriocinas produzidas pelas linhagens de Z. mobilis.  

Bactérias que são insensíveis à ação de bacteriocinas podem ser consideradas 

resistentes, dependendo do modo de ação da bacteriocina e da resposta emitida. O 

mecanismo pelos quais bactérias Gram-positivas e Gram-negativas manifestam 

resistência às bacteriocinas não é bem entendido. Contudo, o mecanismo dessa 

resistência parece ser diferente do mecanismo de imunidade apresentado pelas linhagens 

produtoras a sua própria bacteriocina. Acredita-se que o mecanismo de resistência a 

bacteriocina esteja associado com a perda de receptores celulares (TAGG et al., 1995). 

Das seis linhagens testadas, quatro (66,66%) apresentaram atividade contra a 

bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus, evidenciando o amplo espectro de ação 

das linhagens Z1-86A, Z1-86B, Z1-87 e Z1-88, cujos halos de inibição variaram de 5 a 13 

mm. 
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Figura 2 .Diâmetro dos halos de inibição (mm) produzidos por diferentes linhagens de Z. mobilis, 
utilizando Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis e diferentes 
linhagens de E. coli, como linhagens indicadoras. 

 
As bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-negativas, de uma maneira geral, 

apresentam um espectro de ação mais limitado às espécies mais próximas. Contudo, 

muitos trabalhos demonstram a capacidade de certas bactérias Gram-negativas atuarem 

contra outros microrganismos não relacionados taxonomicamente (MIRANDA et al., 

1993). 

No presente trabalho, as linhagens de Z. mobilis apresentaram atividade 

bacteriocinogênica contra bactérias Gram-positivas (S. aureus) e Gram-negativas (E. coli 

e S. enteritidis) indicando o amplo espectro de ação desses inibidores. 

Trabalhos realizados por OLIVEIRA et al. (1998) mostraram que a bacteriocina 

produzida pelas linhagens de Fusobacterium também apresentaram atividade contra 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 

Nossos resultados encontram apoio também nas descrições preliminares obtidas 

por TAN & ROGERS (2000), que ao estudarem a atividade bacteriocinogênica de 

linhagens de Z. mobilis selvagem e recombinante, verificaram resultados significativos 

quando utilizavam como reveladoras sensíveis E. coli K12 e Lactobacillus lactis subsp. 

lactis. 
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Neste trabalho a linhagem E. coli K12 foi identificada como linhagem indicadora 

sensível por ter apresentado maior halo de inibição para todos as linhagens de Z. mobilis 

testadas, sendo, portanto selecionada para os demais experimentos. 

 

5.1.1 Avaliação do meio de cultura e temperatura de incubação. 
  

A fim de examinar a influência da temperatura e do meio de cultura na produção de 

bacteriocina, foram utilizados os meios SSDL e Schreder, a 30ºC e a 37ºC. Os 

experimentos foram realizados com as linhagens de Z. mobilis CP4, Z1-86A, Z1-86B, Z1-

87, Z1-88 e Z2-88, em triplicata. Levando em consideração que 30ºC e 37ºC são 

temperaturas ótimas de crescimento para estas bactérias, também foi avaliado nesse 

trabalho a influência dessas temperaturas na produção de bacteriocina. Os resultados 

apresentados nas figuras 3 e 4 mostram uma boa produção de bacteriocina pelas 

linhagens de Z. mobilis nos meios SSDL e Schreder. 

Através do tamanho dos halos de inibição foi verificado que a produção de 

bacteriocina se apresentou um pouco superior no meio Schreder, nas diferentes 

temperaturas empregadas (p<0,05). Comparando a composição do dois meios de cultura 

utilizados no presente trabalho, observa-se que a maior diferença entre eles consiste na 

presença de alguns sais (sulfato de amônio, sulfato de magnésio e fosfato de potássio) e 

na concentração do extrato de levedura no meio Schreder. Entretanto, a influência desses 

componentes não foi sistematicamente averiguada uma vez que as diferenças detectadas 

nos halos de inibição foram pequenas. Apesar da leve superioridade do meio Schreder 

em relação ao meio SSDL, os halos de inibição observados no meio Schreder foram mais 

nítidos e uniformes (Figuras 5 e 6). 

Os resultados obtidos com a linhagem CP4 mostraram melhor produção de 

bacteriocina no meio SSDL, a 37ºC, com halo de inibição de 19 mm, enquanto para a 

linhagem Z1-86A foi no meio Schreder, a 37ºC, que apresentou  maior halo de inibição de 

25mm. 

A linhagem Z1-87 foi a que apresentou maior halo de inibição entre todas as 

linhagens produtoras, porém o tamanho do halo foi maior no meio Schreder a 37ºC, 

indicando maior produção de bacteriocina. Á temperatura de 30ºC, não houve diferença 
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significativa (p<0,05) entre os dois meios, sendo ambos eficientes para a produção dessa 

substância antagonista (Figura 6). 

As linhagens Z1-86B e Z2-88 apresentaram uma maior produção de bacteriocina 

no meio Schreder, a 30ºC e quando empregada a temperatura de 37ºC não houve 

diferença significativa entre os meios testados. 

Para a linhagem Z1-88 a produção foi igual para os dois meios, com formação de 

halo de inibição que variaram de 12-16mm. 

De uma maneira geral, os dois meios foram bons para avaliar a atividade 

antagonista dos isolados de Z. mobilis, porém com formação de halo um pouco superior 

para a linhagem Z1-87 no meio Schreder a 37ºC. 

                    (A)                                                                               (B) 

Figura 3  Diâmetro dos halos de inibição (mm) produzido por linhagens de Z. mobilis nos meios 
SSDL (A) e Schreder (B) a diferentes temperaturas utilizando E. coli K12 como linhagem 
indicadora. 

 

Esses dados refletem que a produção e a sensibilidade das linhagens reveladoras 

a bacteriocina de Z. mobilis dependem das condições de cultivo empregadas. Vários 

autores demonstram que as condições de cultivo (meio de cultura e temperatura) 

influenciam no rendimento efetivo da bacteriocina, sendo importante utilizar diferentes 

condições de cultivo. Células que possuem informações genéticas para a síntese de 

bacteriocinas não fazem em todas as condições de cultivo e pouco se conhece a respeito 

dos fatores que influenciam a expressão dessas substâncias nos diversos ecossistemas 

(TAGG et al., 1976). Em alguns casos a presença de componentes específicos, como por 

exemplo, glicerol, foi associado a maior produção de antibióticos por linhagens de Erwinia 
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carotovora (AXELROOD et al., 1988), enquanto em outros casos a maior produção de 

bacteriocina foi correlacionada com o crescimento celular (BISWAS et al., 1991). 

OLIVEIRA et al (1998) também evidenciaram que a composição dos meios de cultura 

interferem na atividade bacteriocinogênica das linhagens de Fusobacterium . 

 

 

 

 

 

 

 

 
                                       (A)                                            (B) 

Figura 4 Atividade inibitória da bacteriocina produzida pela linhagem Z1-86B contra E. coli K12 
nos meios Schreder (A) e SSDL (B). 

 

 

Figura 5 Atividade inibitória da bacteriocina produzida pela linhagem Z1-87 contra a E.coli K12 no 
meio Schreder. 
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5.2 Caracterização das bacteriocinas. 

 

Ao analisar a bacteriocina é importante eliminar fenômenos não relacionados que 

podem exercer um antagonismo similar no teste. Outros produtos, tais como: ácido 

láctico, peróxido de hidrogênio e bacteriófagos, podem também exercer efeito inibitório 

frente a outros microrganismos. 

GONÇALVES DE LIMA et al. (1968) tentaram relacionar a atividade inibitória de Z. 

mobilis à biossíntese do ácido láctico, porém não obtiveram resultados que justificassem 

que a atividade inibitória estava relacionada com a produção do ácido láctico. Estudaram 

também o efeito do peróxido de hidrogênio na inibição microbiana e verificaram que Z. 

mobilis não é capaz de produzir este composto, não sendo esse o responsável pela 

atividade antimicrobiana. 

No presente trabalho foi verificada a possível atuação por bacteriófagos na 

atividade antagonista. Este ensaio tem sido recomendado por TURNER & JORDAN 

(1981) para excluir a interferência pela ação de bacteriófagos que também são capazes 

de produzir zonas líticas similares aos halos de inibição promovidos pelas bacteriocinas. 

O experimento foi efetuado com as seis linhagens de Z. mobilis (CP4, Z1-86A, Z1-86B, 

Z1-87, Z1-88 e Z2-88) utilizando E. coli K12 como linhagem indicadora. Não foi 

visualizada a formação de placas de lise, mostrando que o halo de inibição não pode ser 

atribuído à presença de bacteriófagos. Resultados similares foram obtidos por MIRANDA 

et al. (1993) e OLIVEIRA et al. (1998) os quais mostram respectivamente que as 

atividades inibitórias observadas em Bacteroides ovatus H47 e Fusobacterium spp. não 

estão correlacionados com a presença de bacteriófagos. 

Outro fator importante para a caracterização da bacteriocina foi testar os 

sobrenadantes neutralizados e não neutralizados a fim de eliminar a possível presença de 

ácido no sobrenadante (pH 4,8) como responsável pela ocorrência do halo de inibição. A 

ocorrência de bacteriocina no sobrenadante foi realizada em triplicata com os filtrados das 

linhagens CP4, Z1-86A, Z1-86B, Z1-87, Z1-88 e Z2-88. As alíquotas foram testadas com 

a linhagem indicadora E. coli K12 e plaqueada em meio AN, não tendo sido observada 

diferenças no diâmetro dos halos, permitindo a exclusão da acidez como fator de inibição. 
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Todas as linhagens produziram bacteriocina no meio líquido Schreder, como pode 

ser observado na figura 7, onde o sobrenadante das linhagens CP4, Z1-86B e Z1-87 

apresentaram maior produção com halos de inibição que variaram de 14-15mm (p<0,05). 

A presença de bacteriocina no sobrenadante de todas as linhagens sugere que essa 

substância é liberada naturalmente no meio de cultura, entretanto essa produção foi maior 

no meio Schreder sólido com formação de halo de inibição de 30 mm. Segundo MAYR-

HARTING et al. (1972) essa maior produção pode ter sido causada pela possibilidade da 

célula liberar a bacteriocina no meio sólido mesmo depois de morta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6 Diâmetro dos halos de inibição (mm) produzidos pelo sobrenadante (neutralizado e não 
neutralizado) de diferentes linhagens de Z. mobilis, utilizando E. coli K12 como linhagem 
indicadora. 

 

A estabilidade da bacteriocina a diferentes temperaturas mostrou que as 

bacteriocinas produzidas pelas linhagens Z. mobilis se mostraram estáveis até 80ºC por 

15 minutos, porém perderam a atividade quando expostas a 100ºC. 

Esses parâmetros de termoestabilidade são semelhantes aos obtidos por 

KELSTRUP & GIBBSON (1969),os quais estudaram a atividade bacteriocinogênica em 

linhagens de Streptococcus orais e verificaram que todas as linhagens testadas, com 

exceção de uma cepa 130, permaneceram estáveis após tratamento a 80ºC. 
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Resultados semelhantes foram obtidos por ECHANDI (1976), revelando que as 

bacteriocinas produzidas por linhagens de Corynebacterium michiganense quando 

submetidas a aquecimento a 80ºC por 15 minutos ainda apresentavam atividade .A 

estabilidade térmica das bacteriocinas de bactérias Gram-negativas também pode variar, 

como relatado por TAKADA et al (1991) para linhagens de Prevotella intermedia  que 

foram inativadas pela exposição a 90ºC por 5 minutos e por FARIAS et al. (1994), com a 

bacteriocina produzida por Bacteroides fragilis que se manteve estável a 60ºC por 24 

horas, mas perdeu a atividade a 80ºC por 20 minutos. 

TAN & ROGERS (2000), observaram que a atividade bacteriocinogênica da 

linhagem de Z. mobilis aumentou três a quatro vezes quando aquecida a 100ºC por 30 

minutos. 

Deve ser salientado que a estabilidade térmica e a susceptibilidade a enzimas 

proteolíticas em linhagens produtoras de bacteriocinas podem variar entre as linhagens 

devido aos diferentes métodos empregados(BOOTH et al.,1977; MOOSIE et al.,1979). 

Um fator importante para a caracterização da bacteriocina é a sensibilidade da 

mesma a enzimas proteolíticas. Uma vez que as bacteriocinas são substâncias protéicas 

devem ser sensíveis a pelo menos uma enzima, como enfatiza LEWUS & MONTVILLE 

(1991). 

A natureza protéica das substâncias produzidas pelas linhagens de Z. mobilis foi 

determinada através da sensibilidade à protease, sendo observado que todas foram 

sensíveis à proteinase K. 

Resultados encontrados na literatura indicam que a sensibilidade das bacteriocinas 

às enzimas proteolíticas é variável. Assim FARIAS et al. (1994) observaram que a 

bacteriocina produzida por Bacteroides fragilis foi inativada pelas enzimas proteinase K, 

tripsina, pronase e protease tipo VII. OLIVEIRA & ROSATO (1996) também observaram 

que a bacteriocina da bactéria Gram-negativa Xanthomonas campestris pv glycines se 

apresentou sensível à protease com a perda da atividade biológica. Posteriormente, 

OLIVEIRA et al. (1998) também verificaram que as bacteriocinas de Fusobacterium spp. 

perderam a atividade quando tratadas com protease e proteinase K, mas não foram 

inativadas pelas enzimas tripsina e pepsina. 
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5.3 Cinética da produção de bacteriocina 

 

A linhagem Z1-87 foi selecionada para realizar o monitoramento da produção de 

bacteriocina por ter apresentado o maior halo de inibição.O crescimento celular ocorreu 

durante 24 horas com retirada de amostras em intervalos de 3 horas para proceder ao 

teste de antagonismo com o sobrenadante. 

O acompanhamento da produção de bacteriocina ao longo da curva de 

crescimento revelou, através do tamanho do halo de inibição contra E.coli K12, que a 

produção de bacteriocina iniciou em torno de 4 horas (fase logarítmica) e atingiu o seu 

valor máximo com 24 horas na fase estacionária com halo de inibição de 14 mm (p<0,05). 

Ao longo de toda a fase estacionária (24 – 48 horas) a atividade antimicrobiana 

permaneceu constante (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7  Curva de crescimento e produção de bacteriocina pela linhagem Z. mobilis Z1-87, no 
meio Schreder , a 37ºC. 

 

Os resultados obtidos nesse trabalho são muito semelhantes àqueles obtidos por 

BOOTH et al. (1977) os quais verificaram que a produção da bacteriocina em Bacteroides 

ocorreu durante a fase logarítmica. Essa produção também permaneceu constante 

durante a fase estacionária. Igualmente, OLIVEIRA & ROSATO (1996) observaram 
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também que a produção de bacteriocina pelas linhagens de Xanthomonas ocorreu na 

fase logarítmica. 

 

5.4 Análise da variabilidade genética das linhagens bacteriocinogênicas de Z. 
mobilis. 

 

5.4.1 SDS-PAGE 
 

A análise de proteínas totais das linhagens de Z. mobilis foi realizada por SDS-

PAGE. O perfil eletroferético das bandas de proteínas se mostrou muito homogêneo entre 

todas as linhagens testadas, indicando que as proteínas se mantiveram muito 

conservadas (Figura 8). Em decorrência deste resultado, foram utilizadas as técnicas de 

RAPD e rep-PCR para demonstrar diferenças entre as linhagens. 

SILVA (2000) em suas pesquisas com linhagens parentais e recombinantes de Z. 

mobilis observou que a análise de proteínas totais foi eficiente para caracterizar as 

linhagens parentais (Ag-11 e ZAP) e recombinantes (ZAG-4, ZAG-6, ZAG-10 e ZAG-12). 

Os resultados mostraram que a linhagem ZAP apresentou um maior número de bandas. 

 

                                     M        1        2       3       4        5      6 

 

Figura 8 Eletroforese de proteínas totais. Nos poços estão: Marcador (M) e de 1 a 6 encontram-se 
os extratos das linhagens de Z. mobilis, CP4, Z1-86A, Z1-86B, Z1-87, Z1-88 e Z2-88. 
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5.4.2 Quantificação do DNA. 
 

O DNA total foi extraído de todas as seis linhagens de Z. mobilis empregando-se 

1,5mL de culturas crescidas em meio SSDL, durante 24 horas. As amostras foram 

analisadas eletroforeticamente em gel de agarose 0,8% para verificar as concentrações e 

a qualidade das amostras. A concentração de DNA foi estimada por comparação com 

amostras de DNA de fago lambda, colocadas no gel e contendo concentrações 

conhecidas. Todas as amostras de DNA obtidas foram diluídas em tampão TE para se 

obter no final uma concentração aproximadamente de 10-15ng/µL. 

 

5.4.3 RAPD 
 

Inicialmente, foram utilizados 13 primers a fim de padronizar as condições da 

reação de PCR e escolher primers apropriados, capazes de produzir bandas bem 

definidas que permitissem a visualização do polimorfismo entre as linhagens estudadas. 

No entanto, foram escolhidos apenas 7 primers para acessar a diversidade genética entre 

as 6 linhagens de Z. mobilis. A seqüência de nucleotídeo dos primers selecionados 

encontra-se na tabela 4. 

 

Tabela 4 Primers selecionados para utilização na reação de RAPD. 

Primer Seqüência 

OPQ-04 AGT GCG CTG A 

OPR-01 TGC GGG TCC T 

OPR-04 CCC GTA GCA C 

OPA-08 GTG ACG TAG G 

OPA-09 GGG TAA CGC C 

OPX-17 GAC ACG GAC C 

OPX-19 TGG CAA GGC A 
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Os sete primers geraram um total de 47 bandas, com uma média de 6 bandas por 

primer. Dentre estas, 53,2% foram polimórficas, ou seja, pelo menos uma linhagem não 

apresentou a banda e 46,8% monomórficas, as bandas estavam presentes em todas as 

linhagens. 

Os fragmentos gerados pelos diferentes primers variaram de 0,3 a 4,0 kb. Foram 

observadas diferenças na intensidade de algumas bandas, entretanto essas diferenças 

não foram consideradas desde que a análise foi qualitativa, baseada apenas na presença 

e ausência de bandas. Pelo menos duas repetições foram efetuadas para cada linhagem 

por primer. O maior número de bandas foi gerado com o uso do primer OPA-09 que 

produziu 9 bandas enquanto o primer OPR-01 amplificou um menor número de bandas, 4 

(figura 9). O primer OPA-09 gerou o maior polimorfismo: dentre 9 bandas produzidas, 6 

foram polimórficas, sendo portanto um primer útil para detecção de diversidade genética 

em Z. mobilis. Os fragmentos amplificados variaram de 0,5 a 4,0 Kb e 3 bandas (0,8, 1,1 e 

1,6) estavam presentes em todas as linhagens de Z. mobilis (Figura 11).  

A análise das bandas geradas com o uso dos diferentes primers permitiu a 

construção do dendograma (Figura 12). Observando-se o dendograma é aparente que as 

linhagens apresentam diferenças entre elas, mas um alto grau de similaridade é mantido, 

de aproximadamente 70%. Dois grupos são formados: o primeiro inclui as linhagens Z1-

86A e Z1-86B e o segundo as demais linhagens, CP4, Z1-87, Z1-88 e Z2-88. As 

linhagens CP4 e Z1-87 apresentaram alto índice de similaridade, de aproximadamente 

80%. O mesmo grau de similaridade foi encontrado no outro grupo pelas linhagens Z1-

86A e Z1-86B. A similaridade entre essas duas últimas linhagens pode ser explicada pelo 

fato de ambas terem sido isoladas da mesma Usina (Usina Maravilhas) no estado de 

Pernambuco e pelas semelhanças nas características morfológicas. Quanto às demais 

linhagens, as diferenças detectadas por RAPD podem ser um reflexo dos diferentes locais 

e anos de coleta, previamente descritos por FALCÃO DE MORAIS et al. (1993). A análise 

de Z. mobilis através do RAPD já foi utilizada por SILVA (2000) para observar as 

diferenças entre linhagens parentais de Z. mobilis (AG11 e ZAP) e as linhagens 

recombinantes ZAG-4, ZAG-6, ZAG-10 e ZAG-12, entretanto, o uso de apenas dois 

primers não foi suficiente para discriminar as diferenças. 
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Figura 9 Análise eletroforética dos produtos de amplificação do DNA obtidos com os 
primers OPQ-04 e OPR-01. Na ordem estão: M (marcador 1Kb), m (100pb), nos poços de 
1 a 6: CP4, Z1-86A, Z1-86B, Z1-87, Z1-88 E Z2-88. 
 
 
 
 
 
 
 
                                                       m   M   1     2     3     4    5     6 

 
Figura 10 Análise eletroforética dos produtos de amplicação obtidos com o primer OPR-
04. Na ordem estão: M (marcador 1Kb), m (100pb), nos poços de 1 a 6: CP4, Z1-86A, Z1-
86B, Z1-87, Z1-88 E Z2-88. 
 
 
 
 

OPQ-04 OPR-01
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Figura 11 Análise eletroforética dos produtos obtidos pela amplificação do DNA obtidos 
com os primers OPA-8, OPA-9 e OPX-17. Nos poços estão: M (marcador 1Kb), nos poços 
de 1 a 6: CP4, Z1-86A, Z1-86B, Z1-87, Z1-88 E Z2-88. 
. 
 
 
 

 
 
 

Figura 12 Dendograma construído a partir dos perfis de RAPD obtidos das 6 linhagens de 
Zymomonas mobilis, utilizando-se o método UPGMA-SJ. 

 

OPA-08 OPA-09 OPX-17
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A detecção de diversidade genética utilizando as bandas geradas por RAPD têm 

sido utilizada em diversos grupos de bactérias, fungos fitopatogênicos e microrganismos 

de importância médica (HARRY et al., 2001). Segundo KHALED et al. (1997), a análise 

por RAPD tem sido muito empregada para identificação de organismos em nível de 

linhagem. Sendo considerada uma importante ferramenta taxonômica e filogenética. Os 

autores verificaram que o perfil de RAPD gerado foi eficiente para analisar a similaridade 

entre as linhagens de Lactobacillus.  

GONÇALVES & ROSATO (2000) estudaram a diversidade genética de linhagens 

de Xanthomonas através da análise de RAPD, a qual foi capaz de demonstrar um alto 

nível de polimorfismo, formando 15 grupos com nível de similaridade de 70%. E 

comprovaram que a similaridade dos grupos estava relacionada com os locais de origem. 

 

5.4.4 rep-PCR 
 

A diversidade genética em Z. mobilis foi também testada pela técnica de rep-PCR, 

utilizando os primers ERIC e REP (Tabela 5). 

 

Tabela 5 Primers selecionados para utilização na reação de rep-PCR. 

Primer Seqüência 

REP 
REP1R-I (5’-IIIICGICGICATCIGGC-3’) e 

REP2-I (5’-ICGICTTATCIGGCCTAC-3’) 

ERIC 
ERIC1R (5’-ATGTAAGCTCCTGGGACG-3’) e 

ERIC2 (5’-AAGTAAGTGATGGGATTCAC-3’) 

 

Os produtos de PCR produziram 18 bandas que variaram de 0,22 a 3,0 Kb. À 

semelhança de RAPD, bandas de mesmo tamanho, mas com intensidades diferentes, 

foram consideradas como apresentando o mesmo padrão. 

Como pode ser observado na figura 13, o primer ERIC produziu 8 bandas (de 0,3 a 

1,6 Kb) sendo 4 polimórficas. O primer REP permitiu a detecção de um maior nível de 
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polimorfismo entre as linhagens de Z. mobilis, com amplificação de 10 bandas, das quais 

3 estavam presentes em todas as linhagens. 

O dendograma construído a partir do rep-PCR (Figura 14), apresenta semelhanças 

com aquele obtido com os resultados de RAPD mas com maior resolução para detecção 

de variabilidade. As linhagens apresentaram similaridade ao nível de 60%, contrastando 

com o nível de 70% encontrado com RAPD. Observar que no caso com os primers rep, 

apenas dois tipos de primers foram utilizados enquanto que com RAPD foram 

empregados 7. Os agrupamentos formados (2 principais) apresentam semelhanças, como 

mencionado, com aqueles de RAPD. Num grupo encontram se as linhagens Z1-86A e Z1-

86B (similaridade de 87%) e no segundo grupo as demais linhagens. As maiores 

diferenças entre os dois dendogramas obtidos referem se às relações de similaridade 

dentro do segundo grupo.  

Esses dados coincidem com as semelhanças fisiológicas como também as 

características morfológicas, como a floculação das células em meio líquido. Sendo a 

floculação uma característica de todas as linhagens Z. mobilis pertencentes à coleção de 

microrganismos do Departamento de Antibióticos, com exceção de algumas linhagens 

como a Ag11 e ZAG-12. 

A análise por rep-PCR mostrou ser mais útil na detecção da variabilidade das 

linhagens de Z. mobilis, possibilitando detectar um alto nível de polimorfismo, 

principalmente quando o primer REP foi utilizado: 

GONÇALVES & ROSATO (2000) utilizaram vários métodos de PCR para verificar a 

variabilidade genética de linhagens de Xanthomonas , entre esses métodos o rep-PCR, 

onde observaram que esse primer era capaz de gerar um alto nível de polimorfismo entre 

as linhagens.  

De acordo com LOUWS et al. (1994), o rep-PCR é uma ferramenta importante para 

o estudo de bactérias fitopatogênicas e fungos. Sendo também útil no diagnóstico de 

doenças infecciosas e na análise epidemiológica de patologias humanas. 
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Figura 13 Análise eletroforética dos produtos de amplificação do DNA obtidos com os 
primers ERIC e REP, respectivamente. Nos poços estão: M (marcador 1Kb), nos poços 
de 1 a 6: CP4, Z1-86A, Z1-86B, Z1-87, Z1-88 E Z2-88. 
 
 

 

 
Figura 14 Dendograma construído a partir dos perfis de rep-PCR obtidos das linhagens de 
Zymomonas mobilis,  utilizando-se o método UPGMA, coeficiente SJ. 
 
 
 
 
 

ERIC REP
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6. CONCLUSÕES 
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 Todas as linhagens de Zymomonas mobilis apresentaram atividade 

bacteriocinogênica contra Escherichia coli K12, E. coli ATCC 9637, e Salmonella 

enteritidis ; 

 A linhagem Z1-87 se destacou como a maior produtora de bacteriocina no 

meio Schreder a 37°C , sendo a bacteriocina liberada na fase logarítmica de crescimento; 

 A presença da atividade inibitória do sobrenadante das linhagens de Z. 

mobilis não foi causada pela produção de ácidos e nem pela ação de bacteriófagos, além 

do mais o produto ativo foi resistente à temperatura de 80°C durante 15 minutos e 

sensível à proteinase K, comprovando tratar-se de bacteriocina; 

 Análise dos perfis de proteínas totais das diferentes linhagens de Z. mobilis 

não foi eficiente para detectar diferenças entres as linhagens; 

 As técnicas de PCR utilizadas, RAPD e rep, foram capazes de detectar o 

polimorfismo entre as linhagens. Entretanto, o rep-PCR foi mais eficiente para detectar a 

variabilidade genética das linhagens. Os perfis de RAPD apresentaram 53,2% de bandas 

polimórficas e 46,8% monomórficas entre as linhagens. E a técnica rep-PCR detectou um 

maior nível de similaridade para as linhagens Z1-88 e Z2-88 de 90%. 
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7. PERSPECTIVAS 
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Perspectivas para dar continuidade a este trabalho: 

 

 Avaliar a ocorrência de bacteriocina nas demais linhagens de Zymomonas 

mobilis da Coleção de microrganismos do DAUFPE; 

 Avaliar a influência da composição do meio de cultura e as condições de 

cultivo na expressão da produção de bacteriocinas; 

 Determinar o peso molecular da(s) bacteriocina(s) intra e extracelulares; 

 Determinar a(s) estrutura(s); 

 Avaliar a produção em escala industrial para uso terapêutico; 

 Caracterizar as demais linhagens de Zymomonas mobilis através de 

técnicas moleculares. 
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