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Resumo

As enterotoxinas (SEs) são responsá-
veis pela intoxicação alimentar causada 
pela presença de linhagens de esta�lococos 
enterotoxigênicos em alimentos. Esse tipo 
de intoxicação alimentar é uma das mais 
comuns, sendo de ocorrência mundial. As 
intoxicações causadas pela ingestão de ali-
mentos que contêm a enterotoxina esta�lo-
cócica permanecem como a causa principal 
de intoxicação alimentar em países onde 
existem estatísticas con�áveis. São denomi-
nadas enterotoxinas pelo fato de seu alvo de 
ação ser o trato intestinal. Vômito e diarreia 
ocorrem, geralmente, entre 2 e 6 horas, após 
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1 Introdução

Intoxicação alimentar por enterotoxina 
esta�locócica é uma das doenças de origem 
alimentar mais comum e é de ocorrência 
mundial. Essas enterotoxinas pertencem a 
um grupo de proteínas extracelulares pro-
duzidas por algumas linhagens de esta�lo-
cocos e constituem um grupo de proteínas 
cuja ação biológica tóxica inclui: toxi-infec-
ção alimentar (SFP), vários problemas de 
pele, síndrome do choque tóxico (TSST), 
além de desarranjos no sistema autoimune. 
Vômito e diarreia, em um espaço de 2 a 6 
horas após a ingestão do alimento conta-
minado, são as características desse tipo 
de intoxicação. 

De acordo com Bergdoll (1989), nos 
Estados Unidos, em 1981, das doenças ali-
mentares de origem bacteriana relatadas 
ao Centers for Disease Control (C.D.C.), 
17,6% tiveram como causa a ingestão de 
alimentos que continham a enterotoxina 
esta�locócica. No Brasil, segundo os dados 
da Secretaria de Vigilância Sanitária (SVS), 
no período de 1999 a 2007, foram relatados 
cerca de 2.865 casos de surtos de doenças 
transmitidas por alimentos; entre os agentes 
envolvidos, a salmonella e o esta�lococos 
foram responsáveis por 62% dos casos. As 

enterotoxinas esta�locócicas são responsá-
veis pela toxi-infecção alimentar causada 
pela presença de linhagens de Staphylococ-

cus spp enterotoxigênicos em alimentos. 
Esse tipo de intoxicação é uma das mais 
comuns, sendo de ocorrência mundial. As 
toxi-infecções causadas pela ingestão de 
alimentos contaminados com enterotoxina 
esta�locócica permanecem como a cau-
sa principal de intoxicação alimentar em 
países onde existem estatísticas con�áveis 
(GENIGEORGES, 1989). 

O aparecimento de sintomas, tais como 
vômito, diarreia, tonteira e queda da pres-
são sanguínea, em um espaço de quinze 
minutos a seis horas após a ingestão do 
alimento, é característico da intoxicação, 
podendo em alguns casos ser grave, le-
vando a pessoa acometida a necessitar de 
cuidados médicos (BERGDOLL, 1989; 
HALPPIN-DOHNALEK & MARTH, 
1989; CARMO et al., 2001). Na maioria 
dos casos, pelo fato de os sintomas serem 
brandos e de curta duração, as pessoas 
acometidas não procuram os serviços mé-
dicos, di�cultando, assim, a obtenção de 
dados a respeito desse tipo de intoxicação 
no Brasil. Segundo Carmo et al. (2004), 

a ingestão do alimento contaminado. Dife-
rentes métodos têm sido usados na puri�-
cação das enterotoxinas, com o intuito de 
obtê-las de forma mais pura. Novos métodos, 
porém, têm sido pesquisados, visando maior 
recuperação da enterotoxina com grau de 
pureza mais elevado e de forma mais rápi-
da. Neste trabalho, foi usado um método de 
cromatogra�a com a resina denominada Red 
A Gel, para a puri�cação de enterotoxina. 
As enterotoxinas SEA, SEB e SEC

2
 foram 

puri�cadas com um alto grau de pureza.

Palavras chave: Enterotoxina esta�lo-
cócica – Enterotoxina SED – Puri�cação 
de enterotoxina

diarrhea occur within 2-6 hours a�er 

 ingestion of food contaminated with these 

substances. A number of methods has been 

used to purify Staphylococcus enterotoxins, 

but the search for new methods continues 

in order to improve their recovery as pure 

protein. �is paper relates the use of RED 

A Gel chromatographic method developed 

to purify enterotoxins. Enterotoxins SEA, 

SEB and SEC
2
 were highly puri�ed as  

pure proteins.

Keywords: Staphylococcal enterotoxins – 

enterotoxin SED – Enterotoxin puri�cation.
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Veras et al. (2008), embora não exista um 
levantamento estatístico sobre intoxica-
ção esta�locócica no Brasil, alguns surtos 
foram reportados nos últimos anos: Em 
Minas Gerais, nos últimos dez anos, ali-
mentos suspeitos de causarem toxinfecção 
alimentar, acometendo mais de quatro mil 
e quinhentas pessoas, foram enviados ao 
laboratório de enterotoxinas da Fundação 
Ezequiel Dias para estudo. Na análise des-
ses alimentos, foi detectada a presença de 
esta�lococos enterotoxigênicos e de suas 
enterotoxinas. Os alimentos envolvidos 
foram predominantemente queijos, bolos 
confeitados, produtos cárneos e refeições 
prontas. Tais alimentos são amplamente 
consumidos e constituem excelente subs-
trato para o crescimento do S. aureus e a 
consequente produção de enterotoxina.

Alguns surtos examinados revelaram 
dados assustadores, o que vem comprovar 
que esse tipo de toxinfecção é uma das mais 
comuns, daí a necessidade de uma detecção 
rápida e e�caz, uma vez que, à medida que 
a indústria de alimentos se desenvolve, o 
controle das enterotoxinas se torna indis-
pensável. Em um dos surtos examinados, 
38 pessoas foram hospitalizadas por causa 
de uma intoxicação após ingerirem queijo 
contaminado com S. aureus enterotoxigêni-
co, segundo Carmo & Bergdoll (1990). Em 
um jantar de confraternização envolvendo 
8 mil pessoas, aproximadamente 4 mil fo-
ram hospitalizadas com sintomas típicos de 
intoxicação por enterotoxina esta�locócica, 
e, entre essas, 396 atendidas em UTI esta-
do gravíssimo, em razão da desidratação 
e da hipotensão, tendo ocorrido 16 óbitos 
(CARMO et al., 2004).

De acordo com os dados da Fundação 
Ezequiel Dias, entre as 341 amostras de 
alimentos envolvidos em surtos de intoxi-
cação alimentar analisadas no período de 
dezembro de 1985 a dezembro de 1990, 106 
foram de queijo tipo minas; 28 foram de 
bolos recheados; 160, de embutidos diversos 
(CARMO, 2001). Amostras de leite materno 
provenientes de 20 doadoras de um banco 
de leite, examinadas pelo laboratório de 

enterotoxinas da Fundação Ezequiel Dias, 
apresentaram contagem elevada de S. au-

reus, e, entre estas, linhagens enterotoxigê-
nicas. Considerando que esse leite, antes de 
ser servido aos lactentes, é aquecido a 62ºC 
por vinte minutos, temperatura su�ciente 
para destruir o microrganismo, mas não 
inativar a enterotoxina.

Segundo levantamento realizado no 
livro de registros do laboratório de ali-
mentos da Fundação Ezequiel Dias, abran-
gendo o período de 1991 até outubro de 
2000, foram registrados e relatados por 
Carmo (2001), os seguintes dados: entre 
março de 1990 a outubro de 2000, 321 ali-
mentos envolvidos em surtos de intoxica-
ção alimentar foram analisados. Em 225 
alimentos, foi con�rmada a presença de 
microrganismos patogênicos, e, entre os 
patógenos isolados, Staphylococcus aureus 
foi detectado em 171 alimentos. Entre os 
alimentos envolvidos, 92 eram de produtos 
lácteos, e 79, de produtos cárneos diversos. 
Na investigação desse tipo de intoxicação, 
é necessário que seja detectada a presença 
da enterotoxina liberada pelos esta�loco-
cos no alimento e/ou testar se o microrga-
nismo isolado é enterotoxigênico. O único 
método viável para detectá-la é com o uso 
de anticorpos especí�cos. 

Este trabalho teve como objetivo a pro-
dução e a puri�cação das enterotoxinas 
SEA, SEB e SEC

2 
para serem utilizadas em 

ensaios imunoenzimáticos, OSP e ELISA.

1.1 Características das enterotoxinas

Em 1963 foi estabelecida a classi�ca-
ção das enterotoxinas como metabólitos 
imunológicos distintos e identi�cadas por 
meio de uma sequência de letras como 
nomenclatura sistemática (DACK, 1963). 
São denominadas por letras sequenciais, 
iniciando-se por: SEA, SEB, SEC

S;
 (SEC

1
, 

SEC
2
 e SEC

3
), SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ, 

SEK, SEL, SEM, SEN e toxina da síndrome 
do choque tóxico (TSST-1). Existem na li-
teratura vários estudos sobre a genética, a 
bioquímica e as propriedades biológicas das 
enterotoxinas esta�locócicas (BERGDOLL 
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et al., 1961; BERGDOLL, 1983; BERGDOLL, 
1989; CARMO, 2001).

As enterotoxinas têm sido puri�cadas 
para uso em ensaios imunoenzimáticos por 
diferentes métodos (CASMAN et al., 1967; 
BERGDOLL et.al., 1985). Esses métodos 
consistem usualmente de três a quatro cro-
matogra�as de troca iônica, seguidas de gel 
�ltração, consumindo tempo, além de re-
cuperar pouca quantidade de enterotoxina. 
Um dos métodos de puri�cação de proteína 
e citado na literatura é de uma Cromato-
gra�a com Red A Gel Resin, desenvolvida 
por Reynolds et al. (1988). Utilizando esse 
método, Brehm et al. (1990) puri�caram as 
enterotoxinas SEA, SEB e SEC

2
 com uma 

única etapa de cromatogra�a após con-
centrar o sobrenadante da cultura com 
uma etapa de gel �ltração, seguida de uma 
diálise, recuperando em torno de 60% da 
enterotoxina contida no �ltrado.

2 Material e métodos

2.1 Microrganismos usados na 
produção das enterotoxinas SEA, 
SEB e SEC

A linhagem de Staphylococcus aureus 
utilizada na produção de SEA foi a 722m; 
na produção de SEB, a S-6, e na produção 
de SEC

2
, a 361, todas preservadas em cápsu-

las de porcelana, segundo Hunt et al. (1958) 
e mostrado na FIG. 1.

2.2 Reativação dos microrganismos 
para a caracterização da 
enterotoxicidade e preparação  
do inóculos

Uma cápsula de porcelana impregnada 
com o microrganismo foi transferida para 
um frasco de Erlenmeyer de 125 mL de ca-
pacidade, que continha 125 mL de caldo 
infuso de cérebro e coração de boi (BHI), 
acrescido de extrato de levedura a 1% e 0,1 
% de fosfato dibásico de potássio e incuba-
do a 37°C por 24 horas. Tal procedimento 
foi o mesmo para cada uma das linhagens 
utilizadas nesse experimento. 

Figura 1: Tubos de ensaio com uma  
das linhagens de S. aureus produtora  
de enterotoxina aderida em cápsulas  
de porcelana (cultura estoque)

2.3 Produção de enterotoxina  
SEA com cultivo em frasco com 
tubo de diálise

2.3.1 Reativação do microrganismo

A linhagem produtora de SEA utilizada 
nesse experimento foi a 722, preservada 
em cápsula de porcelana, segundo Hunt 
et al. (1958), conforme mostrado na FIG. 
1. Trata-se de um mutante desenvolvido 
no Japão e que, dependendo do método 
e do meio de cultura utilizados, chega a 
produzir até 8 mg/mL de enterotoxina, 
o que signi�ca oito vezes mais do que as 
linhagens selvagens comumente envolvi-
das em surtos.

2.3.2 Meio de cultura  

e método de produção

Em um tubo de diálise de 55 cm de 
comprimento, com uma das extremida-
des amarrada, foram colocados 100 mL 
do meio de cultura BHI em dupla concen-
tração e acrescido de extrato de levedura 
a 1%. Em seguida, tomando-se o cuidado 
de expulsar o ar do restante do tubo, a 
outra parte foi também amarrada, evitan-
do-se, assim, a saída do meio de cultura. 
O tubo foi acondicionado com auxílio de 
um bastão de vidro dentro de um frasco 
de Erlenmeyer de 500 mL de capacidade, 
de modo a ocupar todo o fundo desse; o 
frasco foi fechado com tampão de algo-
dão e autoclavado por 15 minutos a 121º C 
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(FIG. 2). Após essa operação, foram adi-

cionados assepticamente ao frasco 60 mL 

de PBS 0,02 mol/L pH 7,4. O frasco, assim 

preparado, foi inoculado com 2 mL de uma 

cultura de 24 horas, elaborada (preparada) 

conforme descrito em 2:2. 

Nessas condições, foram manipulados 

21 frascos por produção. Os frascos foram 

incubados sob agitação em um agitador 

orbital, por 24 horas a 180 rpm e a uma 

temperatura oscilando entre 37ºC e 40ºC. 

O crescimento produzido foi medido em 

proveta, vertido para tubo de centrífuga 

de 500 mL de capacidade e centrifugado a 

10.000 x g a 4ºC por 15 minutos. O sobre-

nadante obtido foi transferido para frascos 

de plástico, com tampa, identi�cados com 

o nome do meio de cultura e a técnica de 

produção utilizada e levados para o freezer. 

Após adição de 2 mL de timerosol (1:1000) 

e leitura de pH, foi retirada uma alíquota 

para quanti�car a produção de enterotoxi-

na no sobrenadante, pelo método de OSP 

(Sensibilidade Ótima em Placa), conforme 

mostrado na TAB. 1.

Preparação dos frascos:

Figura 2: Preparação do tubo de diálise com 
100 mL do meio de BHIx2 ELK em dupla 
concentração e colocados em frascos de 
Erlenmeyer de 500 mL utilizados na produção 
da enterotoxina SEA:

A – Erlenmeyer com os tubos de diálise com 
meio de cultura BHI em dupla concentração e 
acrescido de extrato de levedura a 1%.

B – Frasco com o tampão K
2
HPO

4
 a 0,1%  

e 60 mL de PBS 0,02 mol/L pH 7,4 pronto  
para ser inoculado.

Tabela 1: Produção de enterotoxina SEA(c) com cultivo em frasco(b)  
com tubo de diálise e o meio BHI2XELK(a)

PROD.

Nº

Nº DE FRASCOS

P/ PRODUÇÃO

VOL. DE CALDO

P/ PROD. (mL)

SEA

(MÉDIA/mg/mL)(d)

SEA TOTAL

P/ PROD. �MG�

1 21 1.380 40 55,2

2 21 1.185 40 47,4

3 21 1.231 40 49,3

4 21 1.383 40 53,3

5 21 1.263 40 50,5

TOTAL 105 6.442 40 255,7

a) Caldo BHI em dupla concentração, extrato de levedura 1% e K
2
HPO

4
, 1%.

b) Frasco de Erlenmeyer de 500 mL, 180 rpm, com 60 mL de tampão fosfato de sódio 
e inóculo de 2 ml por frasco e incubação a 37ºC por 24 horas.

c) Linhagem 722 FRI: produtora de enterotoxina SEA. Com inóculo 2 mL (108UFC/mL).

d) A quantidade total de enterotoxina produzida nas cinco repetições foi de 255,7 mg 
e foi determinada por Imunodifusão em Gel (OSP).

A B
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Na TAB. 1 e no GRAF. 1, acima, são apre-
sentados os resultados da produção da ente-
rotoxina com o meio complexo BHIx2ELK, 
usando cultivo em frasco com tubo de diálise 
sob agitação, na produção de SEA, em cin-
co produções com 21 frascos por repetição 
(capacidade do agitador) com média de 40 
µg/mL ou 51 mg por produção, perfazendo 
um total de 255,7 mg nas cinco produções, 
o que vem evidenciar a e�ciência do método 
e do meio de cultura escolhidos.

2.4 Purificação da  
enterotoxina SEA  
com CG – 50 e  
Red – Dye Ligant Resin

2.4.1 Extração tipo “batch”  
da enterotoxina SEA com  
a resina CG – 50

Foram utilizados 2.000 mL de “cru-

de” que continha 60 mg de enterotoxina, 

produzido com o meio BHIx2ELK com a 

linhagem FRI 722 e o método do tubo de 

diálise sob agitação, conforme descrito no 

item 2. O “crude”, após ter o pH ajustado 

para 5.6, com HCl 5 mol/L, foi diluído cinco 

vezes com água destilada e adicionado de 

150mL da resina CG-50. No cultivo com 

tubo de diálise, o crescimento bacteriano 

ocorre no tampão em volta do tubo, ou seja, 

separado do meio de cultura pela membra-

na de diálise, desse modo o crescimento é 

mais �uido, claro e com menos resíduos 

de meio de cultura, motivo pelo qual foi 

diluído apenas 5 vezes.

Tabela 2: Extração de enterotoxina SEA do “crude” com a resina CG-50a  
e eluída com tampão PBSb

EXTRAÇÃO / 

ELUIÇÃO

QUANTIDADE (c) 

ELUÍDA mg/100 mL

TOTAL DE SEA P/ 

ELUIÇÃO �mg�

PERCENTUAL DE 

RECUPERAÇÃO P/ 

EXTRAÇÃO

TOTAL NÃO 

RECUPERADO (mg)

1ª 16.000 16,0 26,7

2ª 10.000 10,0 16,7

3ª 8.000 8,0 13,3

4ª 6.000 6,0 10,0

5ª 4.000 4,0 6,7

6ª 1.000 1,0 1,7 13,5

7ª 800 0,8 1,3

8ª 400 0,4 0,6

9ª 200 0,2 0,3

10ª 100 0,1 0,16

TOTAL 46.500 46,5 77,5 22,5

a) Resina de troca iônica normalmente usada na puri�cação de proteínas básicas.

b) Tampão de eluição PBS 0,5 mol/L, pH 6.2.

c) Cálculo feito por O.S.P.

Gráfico 1: Produção de enterotoxina SEA em 
cultivo em frasco com tubo de diálise com o 
meio BHI2XELK e inóculo de 2 mL (108ufc/ml)
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Na extração das enterotoxinas do “cru-
de”, foi usada uma cromatogra�a tipo 
“batch” com uma resina de troca iônica o 
amberlite CG-50. A extração das enteroto-
xinas com 150 mL de resina para 2.000 mL 
de “crude” mostrou-se bastante e�ciente, 
considerando a quantidade de enterotoxina 
recuperada. Na TAB. 2 e no GRAF. 1, estão 
apresentados os resultados das dez eluições 
de SEA com 100 mL de tampão por elui-
ção, com um percentual de recuperação de 
77,5%, correspondendo a 46,5 mg e 13,5 mg 
não recuperados, o que signi�ca 22,5%, e 
desses, 13,5 mg não foram adsorvidos pela 
resina, e 2,0 mg não foram eluídos confor-
me os dados mostrados na TAB. 2. A FIG. 
3A mostra a puri�cação inicial da entero-
toxina SEA com uma coluna de Red – A 
– Gel, e a FIG. 3B 14 detalha a puri�cação 
�nal de SEA, usando uma coluna de resina 
CEPHARY S – 200.

Figura 3A: Cromatografia de SEA em  
uma coluna de Red-A-Gel (2,1 cm x 40 cm) 
inicialmente lavada com tampão KHPO

4
 0,01 

mol/L, pH 6.5, em continuação, 250 mL  
de eluído preparado conforme descrito  
no item 4.2, que continha 150 mg de SEA. 
Depois de concentrado para 50 mL,  
foi aplicado na coluna empacotada com  
a resina até uma altura de 40 cm, 
aproximadamente, com um fluxo de 54 mL/h, 
com a bomba ajustada para 2x10. Em seguida, 
a coluna foi lavada overnight com tampão 0.01 
mol/L, pH 6.8. A enterotoxina SEA foi eluída 
com tampão KHPO

4
, 0,15 mol/L, pH 6.8. 

Alguma enterotoxina SEA foi detectada nas 
frações de A e C, porém, a maior quantidade 
foi detectada em B 80mg.

Figura 3B: Cromatografia de SEA  
em uma coluna de Sephacryl S-200  
(2,1 cm x 117 cm) inicialmente lavada  
com tampão KHPO

4 
0,05 mol/L, pH 6.8,  

que continha NaCl 0,5 mol/L. O total de  
80 mg de enterotoxina SEA liofilizada  
formada pelos picos A e B foi dissolvido  
em 2 mL de tampão de equilíbrio,  
centrifugado, e, em seguida, aplicado na  
coluna de Sephacryl. A coluna foi corrida  
com o mesmo tampão, a bomba foi ajustada 
para 2,5, e o volume das frações, para  
10 mL. SEA foi detectada nas frações 25, 
28 e deste até 33. As frações 28 a 32 foram 
combinadas totalizando 50 mL, contendo 
68,7 mg de enterotoxina (pela leitura do 
espectofotômetro), e aliquotadas em  
porções de 2,0 mL em frascos apropriados  
e liofilizadas para uso nas imunizações.  
As frações 24, 27 e 33 foram combinadas  
para serem usadas nos ensaios de  
imunodifusão em gel (OSP) e ELISA.

3 Produção de enterotoxina  
SEB com cultivo em frasco  
sob agitação

3.1 Reativação do microrganismo

A linhagem produtora de SEB utilizada 
nesse experimento foi a S-6 preservada em 
cápsula de porcelana, segundo Hunt et al. 
(1958), conforme mostrado na FIG. 1. Essa 
cepa foi selecionada no FRI após uma série 
de repiques de uma linhagem inicialmen-
te produtora das enterotoxinas SEA e SEB, 
mas perdeu a capacidade de produzir SEA, 
passando a gerar somente SEB; dependendo 
das condições de crescimento e incubação, 
chega a produzir entre 100 µg/mL e 120 µg/
mL de enterotoxina. 
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3.2 Produção de enterotoxina 
SEB com cultivo em frasco de 
Fehrembach sob agitação,  
com o meio TELK

Neste trabalho, foi empregado um 

meio utilizado por Carmo (2001), à base 

de triptona 4%, enriquecido com extrato 

de levedura 1% e fosfato de potássio 0,1%, 

empregando-se quatro frascos Fehrenbach, 

por produção. Foi obtida, nas quatro pro-

duções, uma média de 256 mg por produ-

ção, perfazendo um total de 1.024 mg nas 

quatro produções. Em pesquisa anterior, 

Carmo (1997), testando diferentes hidro-

lisados de caseína, veri�cou que a triptona 

adicionada de extrato de levedura demons-

trou melhor desempenho na produção de 

SEB, obtendo uma média de 194 mg/repe-

tição e que a adição do potássio melhorou 

signi�cativamente a produção. No presente 

experimento, foram usados quatro fras-

cos com um total de 2.000 mL de caldo, 

com média de 128 µg/mL de enterotoxina. 

Multiplicando essa média por 500 mL, ti-

vemos 64 mg/frascos, que, multiplicados 

por quatro (nº de frascos por produção), 

corresponderam a 256 mg/produção. 

Meios de cultura usados na produção de 

SEB e SEC
2 triptona

 4%, K
2
HPO

4
 1,0 gr, 

extrato de levedura 10g e H
2
O destilada 

1000 mL, pH 7.0 ± 0,2 em frasco de 

Fehrenbach sob agitação a 180rpm/minuto 

e incubado a 37°C ± 0,2.

Figura 4: Neste experimento, foram usados 
quatro frascos com um total de 2.000 mL de 
caldo, com média de 128 µg/mL de enterotoxina; 
multiplicando essa média por 500 mL, obteve-
se 64 mg/frasco, que, por sua vez, multiplicadas 
por quatro (nº de frascos por produção), 
corresponderam a 256 mg/produção. 

Tabela 3: Produção de enterotoxina SEB(a) com cultivo em frasco(b)  
sob agitação, com o meio TELK(c)

PROD.

Nº

Nº DE FRASCOS

P/ PRODUÇÃO

VOL. DE CALDO

P/ PROD. �mL�

SEB

�MÉDIA/mg/mL)(d)

SEB TOTAL

P/ PROD. �mg�

1 4 2.000 128 256

2 4 2.000 128 256

3 4 2.000 128 256

4 4 2.000 128 256

TOTAL 16 8.000 128 1.024

a) Linhagem S-6 FRI: produtora de enterotoxina SEB.

b) Frasco de Fehrembach de 2.800 mL, 280 rpm, com 500 mL de meio.

c) Meio TELK: triptona 4%, extrato de levedura 1% e K
2
H PO

4
 0,1%. 

d) A concentração de enterotoxina foi determinada por (OSP) imunodifusão em gel.

e) Inóculo de 5 mL (108 ufc/mL), por frasco.
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Gráfico 2: Produção de enterotoxina SEB com 
cultivo em frasco sob agitação com o meio 
TELK e inóculo de 5 mL (108 ufc/mL).

Foram utilizados 2.000mL de “crude” 

que continham 300 mg de enterotoxina, 

produzidos com o meio triptona 4%, extrato 

de levedura 0,1% e fosfato de potássio 0,1%, 

com o método do frasco sob agitação com 

a linhagem FRI – S 6. O “crude”, após ter 

o pH ajustado para 5.6, com HCl 5 mol/L, 

foi diluído dez vezes com água destilada 

e adicionado de 150 mL de resina CG-50. 

No cultivo em frasco de Fehrenbach sob 

agitação, o crescimento celular ocorre di-

retamente no meio de cultura, tornando o 

“crude” mais denso e com maior quanti-

dade de resíduos de meio de cultura, sendo 

por isso diluído dez vezes.

3.3 Purificação da enterotoxina  
SEB com CG – 50 e Red – Dye 
Ligant Resin

3.3.1 Extração tipo “batch”  
da enterotoxina SEB com a  
resina CG – 50

Foram utilizados 2.000 mL de “crude” 
que continham 300 mg de enterotoxina, 
produzidos com o meio triptona 4%, extrato 
de levedura 0,1% e fosfato de potássio 0,1%, 
com o método do frasco sob agitação com a 
linhagem FRI – S 6. O “crude”, após ter o pH 
ajustado para 5.6, com HCl5 mol/L, foi diluí-
do dez vezes com água destilada e adicionado 
de 150 mL de resina CG-50. No cultivo em 
frasco de Fehrenbach sob agitação, o cresci-
mento celular ocorre diretamente no meio 
de cultura, tornando o “crude” mais denso e 
com maior quantidade de resíduos de meio 
de cultura, sendo por isso diluído dez vezes.

Na extração da enterotoxina SEB do “cru-
de” foi usada também uma cromatogra�a 
tipo “batch” com uma resina CG-50. A ex-
tração da enterotoxina com 150 mL de resina 
para 2.000 mL de “crude” com 300 mg de 
enterotoxina mostrou-se bastante e�ciente, 
considerando a quantidade de enterotoxina 
recuperada, isto é, 292 mg, correspondendo a 
97,3%. Dos 300 mg aplicados, 2,7 mg não fo-
ram eluídos, e 5,8 mg não foram adsorvidos 
pela resina, conforme mostrado na TAB. 4 e 
no GRAF. 2. Os presentes resultados podem 
considerados excelentes.

Tabela 4: Extração de enterotoxina SEB do “crude” com resina CG-50(a) e eluída  
com tampão PBS(b)

EXTRAÇÃO / 

ELUIÇÃO

QUANTIDADE�C�  

ELUÍDA  

mg/100 mL

TOTAL DE SEB P/ 

ELUIÇÃO (mg)

PERCENTUAL DE 

RECUPERAÇÃO P/ 

EXTRAÇÃO

TOTAL NÃO 

RECUPERADO (mg)

1ª 80.000 80 26,7

2ª 80.000 80 26,7

3ª 60.000 60 20,0

4ª 40.000 40 13,3

5ª 16.000 16 5,3 8,0
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6ª 10.000 10 3,3

7ª 4.000 4 1,3

8ª 2.000 2 0,7

9ª - - -

10ª - - -

TOTAL 292.000 292 97,3 2,7

a) Resina de troca iônica usada na puri�cação de proteínas básicas.

b) Tampão de eluição PBS 0,5 mol/L, pH 6.2.

c) Cálculo feito por OSP.

As frações 24 a 29 foram combinadas e 
dializadas com tampão NaHPO

4
, 0,05 mol/L, 

pH 6.8. A leitura no espectofotômetro a 278 
nm indicou 78,8 mg de SEB.

4 Produção de enterotoxina SEC
2

4.1 Reativação do microrganismo

A linhagem produtora de SEC
2
 utilizada 

nesse experimento foi a 361, também preser-
vada em cápsula de porcelana, segundo Hunt 
et al. (1958), conforme mostrado na FIG. 1; 
dependendo das condições de crescimento 
e incubação, podem ser produzidos entre 
100 µg/mL e 130 µg/mL de enterotoxina, 
conforme apresentado na TAB. 5.

4.2 Produção de enterotoxina 
SEC

2
 com cultivo em frasco de 

Fehrenbach sob agitação, com o 
meio TELK

Neste trabalho, foi utilizado um meio à 
base de triptona 4%, enriquecido com ex-
trato de levedura 1% e fosfato de potássio 
0,1%, usando quatro frascos Fehrenbach por 

Figura 5A: Cromatografia de SEB em  
uma coluna de Red-A-Gel (2,1 cm x 40 cm) 
lavada com tampão KHPO4 0,05 mol/L, 
pH 6.8. Uma amostra de 100 mL de eluído 
preparado conforme citado no item anterior, 
com 138 mg de SEB, foi aplicada na coluna 
com um fluxo de 85 mL/h, a bomba ajustada 
para 3x10, e o volume das frações, para 15mL. 
A coluna foi lavada overnight com tampão 
0,05 mol/L, com a bomba ajustada para 2,  
e o registrador, para 2. A SEB foi eluída  
com tampão KHPO4, 0,015 mol/L, pH 6.8  
A maior quantidade foi detectada nas  
frações do pico “B” 90 mg, nas frações  
do pico “A” 720 mg e nas frações do  
pico “C” 360 mg.

Figura 5B: Cromatografia de SEB em  
uma coluna de Sephacryl S-200 coluna  
(2,1 cm x 117 cm) lavada com KHPO

4
, 0,05 

mol/L, pH 6.8, adicionado de NaCl 0,5 mol/L. 
Um frasco total de 90 mg de SEB liofilizado 
e referente ao pico B da etapa anterior foi 
dissolvido em 2 mL de tampão KHPO

4
 de 

equilíbrio, centrifugada e, em seguida,  
aplicada na coluna de Sephacryl. A coluna foi 
corrida com o tampão KHPO

4
 0,05 mol/L, a 

bomba ajustada para 2,5, o volume das frações 
para 15 ml, e o registrador ajustado para 0,5.  
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produção, sendo obtidas quatro produções 
com média de 256mg, perfazendo um total 
de 1024 mg nas quatro produções. Meio a 
base de triptona 4% enriquecido com extrato 
de levedura 1% e fosfato de potássio 0,1%, 
em quatro repetições com média de 128 µg/
mL e 256 mg por repetição perfazendo um 
total de 1024 mg nas quatro repetições. Em 
pesquisa anterior CARMO (1997), testando 

diferentes hidrolizados de caseína, veri�cou 
que a triptona adicionada de extrato de le-
vedura demonstrou melhor desempenho na 
produção de SEB, obtendo uma média de 194 
mg/repetição e que a adição do potássio me-
lhorou signi�cativamente a produção. Neste 
experimento, a média em quatro repetições 
foi de 256 mg, resultado excelente e bem su-
perior aos obtidos por Robbins et al. (1974).

Tabela 5: Produção de enterotoxina SEC2(a) com cultivo em frasco(b) sob agitação  
com o meio TELK(c)

PROD.

Nº

Nº DE FRASCOS

P/ PRODUÇÃO

VOL. DE CALDO

P/ PROD. �mL�

SEC
2

(MÉDIA/mg/mL)(d)

SEC
2
 tOTAL

P/ PROD. (mg)

1 4 2.000 128 256

2 4 2.000 128 256

3 4 2.000 128 256

4 4 2.000 130 260

5 4 2.000 130 260

TOTAL 20 10.000 128,8 1.288

a) Linhagem 361 FRI: produtora de enterotoxina SEC
2.

b) Frasco de Fehrenbach de 2800 mL, 280 rpm, com 500 mL de meio.

c) Meio TELK: tryptone 4%, extrato de levedura 1% e K
2
H PO

4
 0,1%.

d) A concentração de enterotoxina foi determinada por imunodifusão em gel (OSP).

e) Inóculo de 5 mL (108 ufc/mL), por frasco.

Gráfico 3: Produção de enterotoxina SEC2 
com cultivo em frasco sob agitação com o meio 
TELK e inóculo de 5 mL (108 ufc/mL)

Na TAB. 5 e no GRAF. 3 estão represen-
tados os resultados da produção de SEC

2
 

com o meio a base de triptona 4%, extra-
to de levedura 1% e fosfato de potássio 0,1 
%, com cultivo em frasco sob agitação em 

cinco repetições com média de 128,8 µg/mL 
e média de 257,6 mg/repetição. As primeiras 
produções de SEC

2
 em nosso laboratório 

foram feitas com meios à base de hidroli-
sados de caseína enriquecidos com extrato 
de levedura, utilizando o método de culti-
vo em frasco sob agitação, com excelentes 
resultados, embora variassem de um meio 
para outro Carmo (1997).

Entre os hidrolisados de caseína testa-
dos, a triptona enriquecida com extrato de 
levedura e potássio teve o melhor desempe-
nho. Nesse experimento, isso �cou eviden-
ciado, já que foram produzidos, em cinco 
repetições, 1.288 mg de enterotoxina, com 
média de 128,8 µg/mL, correspondendo a 
257,6 mg/repetição, resultados superiores 
aos de Robbins et al. (1974), utilizando o 
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caldo BHI com cultivo em frasco sob agi-
tação, obtendo 72 µg/mL e, com o método 
de membrana sobre ágar, 140 µg/mL. 

Embora o método de membrana sobre 
ágar, tenha apresentado resultado seme-
lhante ao presente, um fato deve ser con-
siderado, ou seja, o rendimento dos dois 
métodos em termos de volume de sobre-
nadante e a quantidade de enterotoxina 
produzida, enquanto no primeiro são pro-
duzidos 3,0ml de sobrenadante por placa, 
no frasco sob agitação, são produzidos 500 
mL de sobrenadante por frasco. Calculando 
o volume de enterotoxina produzida nos 
dois métodos, no primeiro foram produzi-
dos 420 µg em 3,0 mL de sobrenadante, e 
no segundo, 64,4 mg em 500 mL de sobre-
nadante, consequentemente, os presentes 
resultados foram bem superiores. 

Robbins et al. (1974) compararam qua-
tro métodos na produção de enterotoxinas 
com os meios 3 + 3 e o caldo BHI em dupla 
concentração e concluíram que o cultivo em 
frasco com tubo de diálise (DONNELLY et 

al., 1967) foi superior na produção de todas 
as enterotoxinas, e na produção de SEC

2
 

foi obtida a média, em cinco repetições de 
200 µg. Resultado semelhante foi consegui-
do em nosso laboratório, em experimento 
anterior com cultivo com tubo de diáli-
se, cuja metodologia permite a produção 
de enterotoxina mais concentrada, porém 
em pequeno volume. Para a produção em 
maior escala de enterotoxina para �ns de 
puri�cação, dependendo da enterotoxina e 
da linhagem, normalmente são utilizados 
fermentadores ou frasco sob agitação, o que 
permite usar volumes maiores de caldo. 

Em nosso trabalho, preferimos adotar 
na produção de SEC

2
 o cultivo em frasco de 

Fehrenbach de 2.800 mL sob agitação, pela 
simplicidade, volume de caldo por frasco 500 
mL; normalmente são usados quatro frascos 
por produção, perfazendo um total de 2.000 
mL por produção e pela capacidade produtiva 
da linhagem FRI -361 neste método, confor-
me �cou evidenciado com os presentes resul-
tados, reservando os tubos de diálise para 
a produção de SEA e SED que dependem, 

para serem produzidas, das condições em 
que ocorre o crescimento bacteriano.

Figura 6A: Cromatografia de SEC
2
 em uma 

coluna de Red-A-Gel (2,1 cm x 45 cm) lavada 
com tampão, KHPO

4
 0,01 mol/L, pH 6.5. 

Uma amostra de 100 ml de eluído que 
continha 56 mg de enterotoxina SEC

2
 foi 

aplicada na coluna com um fluxo de 85 mL/h, 
bomba ajustada para 3x10, e o volume de 
frações, para 15 mL. A coluna foi lavada com 
tampão 0,1 e eluída com tampão KHPO

4
, 0,15 

mol/L, pH 6.8, com a bomba ajustada para 2, e 
o registrador, para 0,2. A maior parte de SEC

2
 

foi detectada nas frações do pico “C” 42,5 mg, 
45 mg nas frações do pico “A” e 360 mg nas 
frações do pico ”B”.

Figura 6B: Cromatografia de SEC
2
 em uma 

coluna de Sephacryl S-200 coluna (2,1 cm 
x 117 cm) lavada com KHPO4, 0,05 mol/L, 
pH 6.8, adicionada de NaCl 0,5 mol/L. Um 
frasco que continha 42,5 mg SEC

2
 purificada 

referente ao pico “C” foi dissolvido em 2 mL de 
tampão KHPO

4
, centrifugado e, em seguida, 

aplicado na coluna de Sephacryl. A coluna foi 
corrida com o tampão 0,05 mol/L, a bomba 
ajustada para 2,5 e frações de 15 mL, e o 
registrador ajustado para 0,5. As frações 22 
a 25, totalizando 60 mL, foram combinadas e 
dializadas com tampão NaHPO

4
, 0,05 mol/L, 

pH 6.8. A leitura no espectofotômetro a 278 
nm indicou 37,2 mg.
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FIGURA 7: SDS page mostrando as 
enterotoxinas: SEA, SEB, SEC

2
 purificadas 

Linha 1 marcadores moleculares para SDS Page 
– Blue (Sigma Corp. St. Louis) 5µL 
Corrida por 50 minutos em (Mini – Protean 
II – Biorad: mod. 1000/500.

Conclusões

Na produção das enterotoxinas, foram 
utilizadas três linhagens de Staphylococcus 

aureus produtores, respectivamente, das en-
terotoxinas SEA, SEB, SEC

2
, e dois métodos 

diferentes de fermentação. Na produção 
da enterotoxina SEA, foi usada a linhagem 
FRI-722 produtora de “SEA,” com o método 
do tubo de diálise. Essa linhagem é mutan-
te, desenvolvida a partir de uma cepa sel-
vagem para produzir maiores quantidades 
de enterotoxina. Para manter a viabilidade 
e a enterotoxigenicidade da linhagem em 
longo prazo, essa foi aderida em cápsulas 
de porcelana e, em curto prazo, em tubos 
com ágar inclinado, inoculado imediata-
mente após a reativação, mantendo os tubos 
na geladeira, em um prazo não superior 
a cinco dias, evitando-se, assim, a perda 
da mutagênese e o retorno da linhagem ao 
estado selvagem. 

Para a produção das enterotoxinas SEB 
e SEC

2
, foram utilizadas as linhagens FRI 

S-6, produtora de SEB, e FRI 361, produtora 
de SEC

2
,
 
isoladas de surtos de toxi-infecção 

alimentar e capazes de produzir grandes 
volumes de toxina. A manutenção das li-
nhagens utilizadas na produção das ente-
rotoxinas, aderidas em cápsula de porce-
lana, mostrou-se satisfatória. A adição do 
extrato de levedura aos meios proporcionou 

aumento acentuado na produção das ente-
rotoxinas. De modo geral, a adição do íon 
K+ melhorou ainda mais o desempenho dos 
meios à base de triptona e do caldo infuso 
de cérebro e coração de boi. 

Na produção de “SEB” e “SEC
2
”, os me-

lhores resultados foram obtidos com o meio 
à base de triptona enriquecidos com extrato 
de levedura e íon potássio, com cultivo em 
frasco sob agitação; embora o método do 
cultivo em frasco com tubo de diálise tenha 
dado bons resultados, optou-se pelo frasco 
sob agitação, em razão do maior volume de 
enterotoxina produzido. A melhor produ-
ção de “SEA” foi obtida com o caldo infuso 
de cérebro e coração de boi enriquecido 
com extrato de levedura e íon potássio com 
cultivo em frasco com tubo de diálise. O 
uso de cromatogra�a de troca iônica tipo 
batch com a resina CG-50 para extração 
das enterotoxinas do “crude” mostrou-se 
e�ciente, com um percentual de recupera-
ção de 77,5% para “SEA”, 97,3% para “SEB”, 
97,0% para “SEC

2
”.

A utilização de uma resina de a�nidade 
com o corante Red-A-Dye Ligant Resin para 
obtenção das enterotoxinas com maior grau 
de pureza mostrou-se excelente, conforme 
mostrado no gel (FIG. 7). As enterotoxinas 
e os antissoros especí�cos, produzidos pelo 
nosso laboratório, estão sendo usados na 
rotina da FUNED e dos laboratórios da rede 
OFICIAL, na identi�cação de linhagens de 
esta�lococos enterotoxigênicos de alimen-
tos e surtos de toxi-infecção alimentar. 
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