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RESUMO:

Actinobactérias sdo 0 grupo de micro-organismos com maior producdo de substancias de interesse
biotecnol 6gico, com maior destaque para a producdo de antibidticos. Dentre estas bactérias, 0 género

Sreptomyces tem grande importancia por ser 0 grupo com maior nimero de espécies produtoras de
substéancias bioativas, sendo responsavel pela maioria dos antibidticos de origem natural utilizados
atualmente. Com o aumento dos casos de infecgdes causadas por bactérias multirresistentes, torna -se
evidente a necessidade de novas substancias com capacidade antibiética com amplo espectro de agéo e

gue possuam poucos efeitos colaterais. Deste modo, novos grupos de micro -organismos estdo sendo
investigados e para obtencéo destes organismos busca-se ambientes poucos explorados. A Caatinga
encontra-se, neste contexto, como ambiente pouco investigado e possuidor de grande potencia
biotecnol 6gico. Dessa forma, objetivou-se neste estudo, o isolamento de actinobactérias da rizosfera de
Licania rigida Benth, e sua investigacdo de moléculas bioativas frente a patdbgenos humanos. Foram

encontradas 212 coldnias de actinobactérias, das quais 45 isolados foram submetidos a andise
antimicrobiana em meio solido pela técnica de bloco de gelose. Apds a andlise primaria, foram

selecionadas 11 linhagens com producdo de metabdlitos com amplo espectro de acéo para cultivo

submerso com agitacdo de 200rpm por 120 horas para avaliagdo da producdo de metabdlitos
antimicrobianos. Observou-se que dos micro-organismos testes analisados, o Micrococcus |uteus
UFPEDA100, apresentou-se sensivel a maioria dos metabdlitos das linhagens, enquanto que a
Klebsiella pneumoniae UFPEDA396 apresentou-se resistente aos metabdlitos produzidos pelos
isolados. Os didmetros dos halos de inibicdo obtidos pela técnica de bloco de gelose variaram entre

11mm e 33mm. Notou-se também a producdo de substancias antiflingi cas com atividade frente a
Candida albicans UFPEDA 1007, Candida krusei UFPEDA1002 e Malassezia furfur UFPEDA1320.
No cultivo em meio liquido, os onze isolados selecionados apresentaram producéo de antibioticos nas

primeiras 96 horas de cultivo, observando sua maxima produgdo nas primeiras 72 horas. O melhor halo
de inibicdo encontrado foi de 27,5cm frente a Staphylococcus aureus UFPEDAO2 e Mycobacterium
smegmatis UFPEDA71 pelas linhagens L21 (Actinomadura sp.) e L26 (Streptomyces sp.),
respectivamente. A identificacdo dos grupos quimicos revelou a presenca de flavondéides e mono, tri e

sesquiterpenos, entretanto a auséncia de acaldides. Com os resultados obtidos ficou evidente o
potencial biotecnolégico das linhagens de actinobactérias isoladas, mostrando a necessidade de
investigacéo de novos habitats na producéo de farmacos.

Palavras-chave: Actinobactérias, Atividade Antimicrobiana, Licaniarigida, Caatinga.



ABSTRACT:

Actinobacteria are a group of micro-organisms with increased production of substances with
biotechnological interest, most notably the antibiotics production. Among these bacteria, the genus
Sreptomyces had great importance for being the largest group of species producing bioactive
substances, being responsible for most natural antibiotics used today. With the increasing incidence of
infections caused by multidrug-resistant bacteria, it becomes evident the need for new antibiotics
substances with a large spectrum of action and have few side effects. Thus, new groups of micro -
organisms are being investigated and to obtain these organisms seek to a few explore environments.
The Caatinga is, in this context, as the environment with little research and possessed of great
biotechnological potential. Thus, the objective of this study, is the isolation of actinobacteria from the
rhizosphere of Licania rigida Benth, and her investigation of bioactive molecules against human
pathogens. We found 212 actinobacterias colonies, of which 45 isolates were subjected to microbial
analysis in solid medium on agar block technique. After the primary analysis, we selected 11 lineages
with production of metabolites with a large spectrum of action for submerged cultive with agitation of
200rpm for 120 hours to evaluate the production of antimicrobial metabolites. It was observed that the
micro-organisms tests analyzed, the Micrococcus luteus UFPEDA100, appeared sensitive to most
metabolites of the strains, while Klebsiella pneumoniae UFPEDA396 were resistant to the metabolites
produced by the isolates. The diameters of inhibition halos obtained by the agar block technique varied
between 11mm and 33mm. It also showed the production of substances with antifungal activity against
Candida albicans UFPEDA 1007, Candida krusei UFPEDA 1002 and Malassezia furfur UFPEDA1320.
In cultivation on liquid medium, the eleven selected isolates showed production of antibiotics in the
first 96 hours of culture, noting its maximum production in the first 72 hours. The best halo of
inhibition was found to be 27.5 cm against Staphylococcus aureus UFPEDAO2 and Mycobacterium
smegmatis UFPEDAT71 by strains L21 (Actinomadura sp.) and L26 (Streptomyces sp.), respectively.
The identification of chemical groups revealed the presence of flavonoids and mono-, tri- and
sesquiterpenes, however the absence of akaloids. With the results obtained it was evident the potential
of biotechnological strains of actinobacteriaisolated, showing the need for research into new habitats in
pharmaceutical production.

Keywords: Actinomycetes, Antimicrobial Activity, Licania rigida, Caatinga.
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INTRODUCAO

A rizosfera é definida como o volume de solo influenciado pela presenca de raizes em
crescimento das plantas. E caracterizada por grandes flutuagdes ambientais que podem promover a
elevada diversidade na comunidade microbiana da rizosfera, onde m uitas dessas associacfes sdo
espécies especificas, e, portanto, cada espécie de planta vai mostrar alguma novidade em termos de
diversidade microbiana (JEFFRIES, 2004; UREN, 2007; HAWKES et a, 2007).

A microbiota do solo possui uma grande riqueza em enzimas e exerce um papel essencial no
metabolismo do solo.Compostos organicos em exsudatos de raizes sdo continuamente metabolizados
por micro-organismos associados a raiz, ao rizoplano e a rizosfera. A atividade microbiana resulta em
alteracbes quantitativas e qualitativas da composicdo do exsudato da raiz devido a degradacéo de
compostos e aliberacéo de metabdlitos microbianos (DAJOZ, 2001; UREN, 2007).

Para a exploracéo de novas fontes de metabdlitos bioativos, tem -se investigado novos habitats,
como ambientes marinhos, haléfilos, montanhas, ambientes &rticos e desérticos ( BOUDJELLA et d.,
2006; ZHANG & ZENG, 2007; CAl et d., 2009; ABDELMOHSEN et a., 2010; DURAIPANDIYAN
et a., 2010). Desta forma, trabalhos tem sido realizados na Caatinga nordestina, bioma pouco
explorado e unicamente encontrado no Brasil, com o intuito de avaliar seu potencia biolégico
(ALBUQUERQUE et al., 2007; OLIVEIRA et a., 2007; CARTAXO et d., 2010).

Na Caatinga 0 solo € raso, rico em minerais, mas pobre em matéria organica, ja que a
decomposicéo desta matéria é prejudicada pelo calor e aluminosidade (MORAES, 2010). A vegetacdo
se caracteriza por arbustos esbranquicados, mas este bioma sofre com o intenso desmatamento. A
Caatinga também € caracterizada por ser aregido semi -arida mais populosa do mundo, com 20 milhdes
de habitantes (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2012). Estas caracteristicas sugerem grande
potencial de biodiversidade, embora a acdo antrdpica esteja diminuindo suas possibilidades de
exploracéo.

O conhecimento da biodiversidade e bioprospec¢do de novos micro -organismos tornou-se um
dos focos principais da era biotecnolégica, visto que a utilizacdo destes organi smos na busca de
solugdes nas éreas de aimento, salide, meio ambiente e industria vem crescendo de forma acel erada no
cenario mundial (OLIVEIRA et al., 2006).

A biotecnologia tem revelado ser capaz de gerar enorme riqueza e influenciar todo um setor
importante da economia (GAVRILESCU & CHISTI, 2005). As dificuldades de abastecimento e
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comércio de diversos materiais for¢aram os paises a procurarem fontes biol 6gicas como matéria -prima
na producéo de enzimas, alimentos, farmacos, biopesticidas, dentre outros ( CAPALBO et al., 2001).

Os antibidticos, produtos do metabolismo secundario de micro-organismos que inibem o
crescimento de outros organismos, foram descobertos acidentalmente em uma placa de Petri mofada
em 1928 por Alexander Flemming. Durante a Segunda Guerra Mundial houve o desenvolvimento de
um processo de producdo de penicilina, entretanto apenas duas novas classes de antibidticos foi
introduzida no mercado mundial nos ultimos 30 anos: a linezolida da classe das oxazolidinonas, no ano
de 2000, e a daptomycina, um lipopeptideo ciclico, langado no ano 2003 (SATO, 2002; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010; HAMAD, 2010).

Além dos micro-organismos, os antibiéticos podem ser produzidos por algas, liquens, plantas e
mesmo células animais (MENDES et a., 2006).

Entre as bactérias produtoras de antibidticos, da-se maior destaque para uma variedade de
antibidticos produzidos por actinobactérias, especialmente o género Streptomyces (SATO, 2002).
Morfologicamente, as actinobactérias possuem hifas aéreas que emergem da colbnia a partir da
superficie e liberam os esporos para a atmosfera. Ao encontrar nutrientes, 0 esporo germina e um ou
dois tubos germinativos emergem e crescem para formar as hifas. Em resposta ao esgotamento de
nutrientes e de outros sinais, a producdo de metabdlitos secundarios e diferenciacdo morfoldgica sdo
desencadeados (FLARDH & BUTTNER, 2009).

Apbs aresisténcia a antibidticos, a prioridade para as proximas décadas deve ser enfatizada no
desenvolvimento de novas drogas e/ou a recuperacdo de mol éculas naturais, que permitiria o controle
de doencas causadas por patégenos. Preferivelmente, estas moléculas naturais apresentam um vasto
leque de acdes para varios agentes patogénicos, além de ser de fécil producéo, e ndo induzir resisténcia
microbiana (MARSHALL & ARENAS, 2003).

Deste modo, o presente trabalho visa avaliar o potencia biotecnolégico da micro biota da
rizosfera de Licania rigida Benth. da Caatinga nordestina para producdo de compostos bioativos frente

a patégenos humanos.



OBJETIVOS

Geral:
Analisar a producdo de metabdlitos com atividade antimicrobiana por actinobactérias isoladas de solo

rizosférico de Licaniarigida Benth (Qiticica).

Especificos:

« Isolar actinobactérias de solo rizosférico de Licaniarigida Benth;

« ldentificar as actinobactérias em nivel de género por meio de micromorfologia;

o Andisar a atividade antimicrobiana das actinobactérias em meio solido frente a diferentes micro-
organismos patogéni cos humanos;

« Avdiar a atividade antimicrobiana das actinobactérias de Licania rigida Benth através de cultivo
submerso frente a diferentes micro-organismos patogéni cos humanos;

o Extrar o metabdlito bioativo dos isolados através de tratamento com diferentes solventes
organicos,

« ldentificar os grupos quimicos presentes nos extratos brutos das actinobactérias de Licania rigida
Benth.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Actinobactérias

Actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas com muitos aspectos semelhantes aos de fungos
filamentosos: ambos crescem com um micélio vegetativo e dispersam esporos. Estas semelhancas séo
provavelmente um resultado de adaptacbes de nichos ecoldgicos semelhantes, apesar de ter
mecanismos subjacentes e diferentes origens evolutivas (CUNHA, 2009 ; FLARDH & BUTTNER,
2009).

No ciclo de vida de actinobactérias, esporos liberados pelas col6nias ao encontrarem condicoes
favoraveis para crescimento, liberam um ou dois tubos germinativos para crescimento de novas hifas.
Em resposta ao esgotamento de nutrientes e de outro s sinais, a producédo de metabdlitos secundérios e
diferenciacdo morfol égica sio iniciados (FLARDH & BUTTNER, 2009).

As actinobactérias abundam no solo e poeira, séo heterétrofos importantes na decomposicéo da
matéria organica, mas também existem actinobact érias parasitas, que causam enfermidades graves ao
homem, plantas e animais. Ha varias enfermidades associadas as actinobactérias e incluem a
colonizagdo sem relevancia clinica (muitos géneros), enfermidades pulmonares ( Nocardia,
Rhodococcus, Mycobacterium), infeccdes sistémicas (Nocardia, Rhodococcus, Mycobacterium),
micetoma (Actinomadura, Nocardiopsis, Streptomyces e Nocardia), infeccBes cutaneas (Nocardia,
Dermatophilus), infeccbes oportunistas (a maioria dos géneros), enfermidade de Whipple
(Tropheryma) e a neumonite alérgica (actinomicetos terméfilos) (MURRAY et a., 2006). Contudo,
outras espécies de actinobactérias produzem antibidticos. Sato (2002) mostra que as actinobactérias sdo
0s maiores produtores de antibioticos, com 4.600 compostos produzido s, sendo o género Streptomyces
0 responsavel pela produgdo dos antibidticos (de uso humano e veterinario) e antitumorais mais
importantes (FUERTES, 2004). Muitos trabalhos recentes descrevem ata incidéncia de inibigéo de
patégenos por actinobactérias, inclusive com a descricdo de novos metabdlitos antimicrobianos
(BARKE et a, 2010; DURAIPANDIYAN et a, 2010; AL-HUMIANY, 2011; DE et a, 2011;
HOZZEIN et al, 2011).

Recentemente, tem-se reportado outro tipo de actinobactérias adaptadas especificamente ao mar
(GANDHIMATHI et a., 2008; ABDELMOHSEN et a., 2010). A industria farmacéutica tem estado
reisolando o mesmo tipo de compostos, sem encontrar moléculas diferentes e o descobrimento de
actinobactérias de habitats pouco explorados abriu um novo campo de est udo para obter outros tipos de
drogas (JENSEN, 2003).



Antibidticos

Os antibidticos sdo produtos do metabolismo secundario de micro -organismos que inibem o
processo de crescimento de outros micro-organismos. Essa inibicdo é conhecida hd muito tempo, sendo
a penicilina descoberta acidentalmente em uma placa de Petri mofada em 1928 por Alexander
Flemming, o que langcou uma nova era na medicina. Durante a Segunda Guerra Mundial a demanda de
guimioterapicos para tratar as infeccdes levou ao desenvolvimento de um processo de producéo de
penicilina (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; SATO, 2002).

Demerec em 1948 mostra-se preocupado que a utilizacdo indiscriminada de antibiotico induza
a0 surgimento cada vez maior de bactérias resistentes aos antibidticos utilizados na época. Essa
preocupacdo vem aumentando atualmente, uma vez que a experiéncia com doengas infecciosas no
altimo meio século mostra que a introducdo de uma nova classe de antibioticos eficaz e seguro, leva a
uso generalizado e o desenvolvimento de resisténcia (WALSH, 2003).

Os antibi6ticos sdo agrupados em classes de acor do com 0s mecanismos de a¢do na superficie
das células microbianas ou dentro das células. Quatro grandes alvos séo estudados: (i) a biossintese da
parede celular bacteriana € inibida por antibidticos [-lactdmicos e a classe vancomicina de
glicopeptideos; (ii) ribossomos bacterianos sdo seletivamente bloqueados na subunidade 30S por
aminoglicosideos e tetraciclinas e nas subunidades 50S pela familia antibi6ticos macrolideos; (iii) a
familia quinolona, atua bloqueando a replicacdo do DNA bacteriano por descar rilar intermediarios
cataliticos nas reagdes catalizadas pela DNA topoisomeraze, €, (iv) a via biossintética da coenzima
folato, essencia por prover unidades monoméricas para a sintese de DNA, é blogueado por drogas
sulfa e trimetoprim enquanto peptideos catidbnicos rompem a integridade da membrana (WALSH,
2003).

O setor de medicamentos anti -infeciosos apresenta trés classes distintas: antibidticos, antivirais
e antifungicos, sendo que amaior em vendas € a de antibidticos (MENDES, 2006). Em 2010, as vendas
de produtos farmacéuticos somaram um total de U$856,4 bilhdes no mundo, com 6,23% deste valor
comercializado naAmeéricaLatina (IMS, 2011).

A producdo de antibidticos € uma das areas mais importantes na investigacéo da microbiologia
industrial. Cada ano detectam-se aproximadamente 300 novas substancias com atividade antibidtica,
das quais 30-35% sdo componentes secundarios de antibi6ticos ja conhecidos ( SATO, 2002).

A terapéutica moderna, composta por medicamentos com actes especificas s obre receptores,
enzimas e canais ionicos, ndo teria sido possivel sem a contribuicédo dos produtos naturais, notadamente
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das plantas superiores, das toxinas animais e dos micro -organismos. Um ter¢o dos medi camentos mais
prescritos e vendidos no mundo foram desenvolvidos a partir de produtos naturais (CALIXTO, 2003).

Desde o inicio dos anos 1960, apenas quatro novas classes de antibidticos foram introduzidos
no mercado, e aproximadamente U$ 30 bilhdes em antibidticos comercializados no mundo ainda é
proveniente de classes de antibiGticos descobertos ha meio século, sendo os "novos' antibidticos
derivados de adaptactes quimicas de antibidticos ja estabelecidos (FICHBACH & WALSH, 2009).

Os antibidticos podem apresentar diversas utilizacBes, dentre elas acdo contra infeccdes
provocadas por micro-organismos, antitumoral (agentes citostéticos), contra doencas de plantas,
conservantes de alimentos, estimuladores de crescimento animal, ferramentas na bioquimica e biologia
molecular (SATO, 2002).

A antibioticoterapia pode ser divida em trés categorias gerais: profilaxia, uso empirico, e terapia
definitiva, entretanto, na medida em que os antibiéticos sdo usados rotineiramente, as bactérias
evoluem para sobreviver aos farmacos. Este fato pode ser observado desde o inicio do uso de
sulfonamidas na década de 30 (FREITAS, 1989; GALLAGHER & MACDOUGALL, 2011).

Desde o inicio da quimioterapia, 0 himero de cepas resistentes tem aumentado. Pode ocorrer
resisténcia multipla e cruzada, isto €, desenvolver -se resisténcia a um antibidtico e simultaneamente a
outros gue tenham o mesmo mecanismo de acdo (SATO, 2002). Apos a resisténcia a antibidticos, a
prioridade para as préximas décadas deve ser centrada no desenvolvimento de fontes de drogas e/ ou a
recuperacdo das molécul as naturais, que permitiria a coeréncia e o0 bom controle de doencas causadas
por patogenos. Preferivelmente, estas moléculas devem ser naturais, com um vasto leque de agdes ao
longo de varios agentes patogénicos, facil de produzir, e ndo induzir resisténci a (MARSHALL &
ARENAS, 2003).

Utilizam-se métodos quimicos e genéticos para melhoramento de farmacos visando a superacéo
da resisténcia bacteriana, entretanto, para obtencdo de moléculas novas € necess&ria a realizagdo de
investigagdes em novos ambientes e em diferentes grupos de micro-organi Smos.

Outros grupos de produtos naturais sdo investigados para utilizagdo no tratamento da salde
humana. Estes grupos sdo compostos quimicos, de origem animal, vegetal ou microbiana e possuem
amplas aplicagdes farmacéuti cas. Destes compostos naturais, quase metade é proveniente de plantas,
com énfase na busca por agentes anticancerigenos, seguidos da prospeccdo de agentes anti -infecciosos
(HARVEY, 2008).

Flavondides
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Os flavondides so um dos maiores grupos de produtos naturais conhecidos e constituem uma
importante classe de polifendis abundantes entre os metabdlitos secundarios dos vegetais . A maioria
dos flavonoides apresenta 15 domos de carbono em seu nucleo fundamental, constituido de duas
fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas. Nos compostos triciclicos, as unidades sdo
chamadas nucleos A, B e C. Esta estrutura basica permite uma série de padrfes de substituicfes e
variagbes no anel C, dando origem aos subgrupos. flavondis, flavonas, catequinas, flavonas,
antocianidinas e isoflavonas (HAV STEEN 2002; HERRMANN, 2002).

Sua fungdo na planta esté relacionada a protecéo contra radiacéo ultra-violeta (UVB), além do
grupo das antocianinas terem funcdo ecoldgica, atuando como agentes atrativos de insetos
polinizadores, garantindo a preservacdo de muitas espécies nativas ( PEIXOTO NETO & CAETANO,
2005). No entanto, observa-se a producdo, por parte de actinobactérias, de flavondides com capacidade
antibacteriana (JANG et a, 1997). Na salde humana possuem funcdo de anticancerigenos,
antioxidantes, anti-inflamatorios e no tratamento da osteoporose (WISEMAN, 2006; MACHADO et d
2008).

Terpenos

Terpenos sdo hidretos de carbono de formula geral (C sHg)n. No entendimento amplo do termo
S0 incluidas nessa classe as substancias oxigenadas, principalmente alcodis, adeidos ou cetonas,
derivadas dos hidretos de carbono terpénicos (AMARAL, 1995). Com o surgimento de um grande
nimero de compostos com diferentes grupos funcionais, tem-se induzido o uso do termo “terpendide”
ao inveés de “terpeno”, pois a terminacéo (-eno) denota melhor hidretos de carbono (MARCANO &
HASEGAWA, 2002).

Os terpenos podem encontrar -se sos na fonte vegetal ou formando glicosideos, sendo estes mais
frequentes em triterpenos (MARCANO & HASEGAWA , 2002). Entretanto, na literatura ha relatos de
Actinobactérias produtoras de substancias pertencentes a esta classe quimica ( SUNESSON et al, 1997;
DURR et al, 2006).

Os terpenos classificam-se de acordo com a estrutura da molécula, em aciclicos, quando
possuem a cadeia carbOnica aberta, e em ciclicos, com a cadeia carbOnica fechada. Estes Ultimos
classificam-se em monociclicos, quando tem um s anel; diciclicos, quando tem dois anéis, etc
(AMARAL, 1995).



9

Monoterpenos sdo biogeneticamente derivados de duas unidades de isopreno e estéo
distribuidos em uma grande variedade de sistemas vivos. plantas, micro -organismos, insetos; alguns
tem fungdo especifica no individuo produtor e varios apresentam atividades biolégicas de natureza
distinta como antissépticos, anti-helmintico, expectorantes, diuréticos e sedativos (MARCANO &
HASEGAWA, 2002).

Os sesquiterpenos se encontram em fungos, insetos, plantas superiores e organismos marinhos e
podem apresentar estruturas abertas ou formar anéis. Podem apresentar acdo anti-helmintica e
antimicrobiana(MARCANO & HASEGAWA , 2002; GELINSKY et a 2007).

Os triterpenos tem sido estudados rigorosamente devido em parte, a sua relacdo com 0s
esteroides, os quais tem chamado poderosamente a atencdo desde trés quartos de século, quando se
conheceu que os hormoénios sexuais humanos pertencem a este grupo de compostos. Os triterpenos se
encontram amplamente distribuidos na natureza tanto no reino vegetal como no reino animal. Possuem
acao antioxidante e anti-inflamatéria (MARCANO & HASEGAWA , 2002; CARVALHO et a 2009;
DUDHGAONKAR et a, 2009).

Os terpenos sdo constituintes de 6leos essenciais obtidos de folhas, flores, cascas ou medulas
vegetais. Estes 6leos sdo empregados em perfumaria, medicinae culinaria (AMARAL, 1995).

Alca6ides

Os dcaldides podem ser definidos como bases nitrogenadas, que surgem na formacdo ou
transformacdo de matérias protéicas. Apesar de serem um grupo amplo e diversificado encontrado em
plantas, podem também ser encontrados em alguns fungos. Os alcal6ides compreendem uma grande
familia de mais de 15.000 metabdlitos secundarios que contem nitrogénio e se encontram
aproximadamente em 20% das espécies de plantas vasculares (PEIXOTO NETO & CAETANO, 2005;
ZEIGER & TIAZ, 2007).

Estes compostos atuam, principalmente, para a protecéo da planta contra insetos, herbivoros,
nematdides, fungos e bactérias fitopatogénicas (PEIXOTO NETO & CAETANO, 2005). Contudo, nem
todos os acaldides que aparecem nas plantas sdo produzidos pelas mesmas. Muitas herbaceas
hospedam fungos endofiticos que crescem no apoplasto e sintetizam uma grande variedade de
acaldides (ZEIGER & TIAZ, 2007).
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Algumas linhagens de actinobactérias podem produzir alcaldides, sendo estes compostos
investigados como anticonvulsivos (NAIK et al, 2001), com propriedades protetoras em células neurais
(KIM et a, 1997) bem como serem produzidos como toxinas (Tabekman et a, 1995).

No tratamento da salide humana sdo empregados como anagésicos, anti-infecciosos e
antineoplasicos, destacando-se os inddlicos (vincristing, vimblastina) que possuem ato valor comercial
(PEIXOTO NETO & CAETANO, 2005; BING et al, 2009)

A Caatinga

Nas regifes de Caatinga, o clima é quente com prolongadas estacGes secas. A diversidade de
espécies é comparativamente menor em relacdo a outros biomas, entretanto, estudos recentes revelam
um alto nimero de espécies endémicas, contudo, alista de espécies existen tes na Caatinga € incompleta
devido a falta de estudos na regido (IBAMA, 2010; MORAES, 2010; CONSELHO NACIONAL DA
RESERVA DA BIOSFERA DA CAATINGA, 2010).

O hioma Caatinga localiza-se na regido do semi-arido ocupando uma area aproximada de
826.411 km?, abrangendo 09 estados nordestinos (Piaui, Maranhdo, Ceard, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia), além da regido norte do estado de Minas Gerais. Essa
regido abrange 60% da érea do Nordeste e 13% do Brasil (CONSELHO NACIONAL DA RESERVA
DA BIOSFERA DA CAATINGA, 2010; CORREA, 2010).

A Caatinga tem sido ocupada desde os tempos do Brasil -Coldnia, por meio de doacbes de
terras, fornecendo condi¢cdes para a concentracdo fundidria. Aproximadamente, 56% da popul acéo
nordestina vive atualmente no poligono das secas, perfazendo 16% da populacéo brasileira, contando
com o norte de Minas Gerais (IBAMA, 2010).

O solo local € pobre em matéria organica, e das terras recobertas com a Caatinga, 50% sdo de
origem sedimentar, ricas em &guas subterréneas. A precipitagdo média é de 250 a 1000mm e o déficit
hidrico elevado durante todo o ano (MORAES, 2010; CONSELHO NACIONAL DA RESERVA DA
BIOSFERA DA CAATINGA, 2010).

A vegetacao se caracteriza por arbustos tortuosos, com aspecto seco e esbranquigado por quase
todo ano. Em 2008, a vegetacdo remanescente da area era de 53,62%. Dados do monitoramento do
desmatamento no bioma realizado entre 2002 e 2008 revelam que, neste periodo, o territério devastado
foi de 16.576 km?, o equivalente a 2% de toda a Caatinga (MORAES, 2010; CORREA, 2010).
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A Caatinga encontra-se bastante aterada, com a substituicdo de espécies vegetais nativas por
cultivos e pastagens. A principal causa da destruicéo da Caatinga provém da extragcdo da mata nativa,
que é convertida em lenha e carvao vegetal destinados principalmente aos pélos gesseiro e ceramico e
ao setor siderdrrgico. Entretanto, o desmatamento e as queimadas sa0 ainda préticas comuns no preparo
da terra para a agropecuaria que, aém de destruir a cobertura vegetal, prej udica a manutencéo de
popul agBes da fauna silvestre, a qualidade da &gua, e o equilibrio do clima e do solo. Essas atividades
sd0, principalmente, exercidas pelos moradores locais, tidos como a maior concentracdo de populacéo
pobre do Brasil. Dados mais recentes estimam gue nos ultimos 15 (quinze) anos 40.000 km? (4.000.000
ha) de Caatinga foram devastados devido a interferéncia do homem na regido. Ainda, estima-se que
anualmente 653.000 ha sdo devastados (IBAMA, 2010; CONSELHO NACIONAL DA RESERVA DA
BIOSFERA DA CAATINGA, 2010).

Apesar de ocupar grande area do territorio nacional, ha poucos estudos sobre a microbiota desta
regido, ndo sendo encontrados na literatura trabalhos cientificos de isolamento de micor -organismos
rizosféricos.

Oiticica (Licania rigida Benth)

Licania rigida Benth (Qiticica) € uma planta facilmente encontrada na regido da Caatinga,
sendo encontrada entre os estados do Piaui até Pernambuco. A presenta-se como uma planta de grande
porte, podendo chegar a 15m de altura e sua copa atinge de 15 a 20m de diametro (Figura 1). Sua
madeira é branca, com fibras entrelagadas e resistentes a esmagamento, sendo utilizada pela populacéo
local na producéo de rodas de carro de boi e pildes (MELO et a, 2006; DUQUE, 2004; BRAGA,
1960).

Possui importéncia econdmica ha regido, pois a grande quantidade de 6leo encontrada em sua
semente (60%) vem sendo utilizada na producdo de Biodiesel e tintas para automéveis, impressoras e
madeiras (MELO et al, 2006; DUQUE, 2004) .
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Figural. Licaniarigida Benth (Qiticica). Fonte: Paulo Ernani Ramalho Carvalho In: PEREIRA, 2011.

Silva Filho e colaboradores (2010) mostram a importancia da Qiticica, dentre outras espécies
vegetais, na producdo de mel apicola, uma vez que esta arvore floresce no periodo de se ca daregido da
Caatinga, onde a maioria das plantas perde suas folhas e ndo apresentam florac&o.

Estudo realizado por Santiago (2005) revelou que 0 extrato aguoso do fruto da oiticica
apresentou atividade larvicida contra a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda), responsavel por
grande perda do cultivo de milho, inibindo o0 alongamento da larva e reducdo do peso da pupa, além de
diminuir sua ovoposi ¢ao.

Na cultura popular, a Oiticica é utilizada como planta medicinal, onde suas folhas sdo usadas no
tratamento de diabetes e inflamacfes. A andlise de seus compostos mostrou a presenca de taninos,
flavondides e acidos graxos (LORENZI e MATOS, 2002 ; ALVES & NASCIMENTO, 2010).

Rizosfera

A rizosfera € definida como o volume de solo afetado pela presenca de raizes em crescimento
das plantas. Na verdade, a maioria do volume da camada superior da crosta terrestre, tem sido
influenciada pela raiz das plantas, uma vez ou outra, e, portanto, por definicdo padrdéo, a maioria do
solo seria ou teria sido em algum momento considerado solo rizosférico (HAWKES et a, 2007;
UREN, 2007).

O efeito daraiz vegetal no solo e sobre 0s microrganismos € tanto maior quanto mais pobre for

0 solo. As interacOes entre as raizes e a microbiota se fazem sentir, na maioria das vezes, a varias
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dezenas de microns, entretanto, em raros casos, pode-se estender a varios milimetros (solos arenosos)
(DAJOZ, 2001; PRIMAVESI, 2002).

A raiz excreta compostos liberados na rizosf era de plantas, a maioria dos quais sGo compostos
organicos e componentes normais das plantas, derivados da fotossintese e processo da planta, dentre os
quais temos acgucares, aminoacidos, &cidos organicos, &cidos graxos, esterdis, fatores de crescimento,
enzimas, dentre outros. Entretanto, os exsudatos orgénicos ndo sdo 0S Unicos responsaveis pela
interferéncia na microbiota da rizosfera. O efeito da rizosfera é o conjunto de acBes exercidas pelas
raizes: acidificagdo por secregdo de ions H+, armazenamento de agua e substéncias nutritivas, excregdo
de produtos variados e de substancias toxicas prejudiciais a outras plantas. As substancias excretadas
pelas raizes favorecem a instalaco de bactérias e fungos que, ao seu redor, atuam sobre 0s elementos
nutritivos necessarios para os vegetais (DAJOZ, 2001; HAWKES et a, 2007; UREN, 2007) .

A microbiota do solo esta representada pelas bactérias e fungos, sendo que a fragdo mineral
representa 93% da massa total do solo e a matéria organica 7%. Esta matéria organica esta composta
em 85% de partes mortas, 10% por raizes e 5% por animais e microrganismos vivos (DAJOZ, 2001).
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ATIVIDADE ANTAGONICA DE ACTINOBACTERIAS DA RIZOSFERA DE Licania rigida Benth.
(OITICICA) FRENTE A PATOGENOS HUMANOS

ABSTRACT

The need for new antibiotics to combat resistant micro -organisms that cause many diseases, stimulates
the exploration of different environments for new strains producing bioactive metabolites. This work
evaluated the antimicrobia activity through cultivation in solid and liquid media by actinobacteria
isolated from the rhizosphere of Licania rigida Benth. (Oiticica) against Gram positive and Gram
negative bacteria, and fungi. The results showed a predominance of antagonism of secondary
metabolites produced by actinomycetes on solid media against Gram positive strains, however there
was also inhibition of the fungus Malassezia furfur UFPEDA1320. Only UFPEDA396 Klebsella
pneumoniae were resistant. In liquid medium was reveaded the rapid production of antimicrobial
metabolites with maximum activity during the first 72h of cultivation, and the Meio para Producéo de
Eurimicina - MPE - more propitious to the production of metabolites with antimicrobia activity. It was
observed that the production of metabolites occurred at pH 6.0 to 7.0. The extract acetoetilico found to
be more efficient in extracting the bioactive metabolite, and by thin layer chromatogr aphy, was
identified the presence of flavonoids and terpenes produced by strains of Sreptomyces sp. (L01, L26)
and Actinomadura sp. (L21, L140 and L175). These results confirm the biological potential of
bioprospecting in the Caatinga of metabolites with antimicrobial activity.

Keywords: Actinomycetes; Antimicrobial Activity; Licaniarigida Benth.
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INTRODUCAO

Actinobactérias sdo produtoras de diversos metabdlitos de interesse biotecnol égico, entretanto,
destacam-se principa mente como fonte de substancias antibidticas.! Estas bactérias sdo gram-positivas,
filamentosas e colonizam diversos habitats, dentre eles o interior de plantas (com o endofiticos), agua,
ar esolo.”*

Metabdlitos secundarios sGo 0 objeto de estudo da quimica de produtos naturais. A
extraordindria variabilidade estrutural destes compostos tem atraido a curiosidade de quimicos e a
atividade biol 6gica tem inspirado a industria farmacéutica a procura de estruturas originais em cultur as
microbianas e extratos de plantas.”

Muitos antibi6ticos atualmente utilizados sdo derivados de produtos naturais, com modificactes
quimicas para otimizacdo das propriedades farmacoldgicas e diminuicdo da toxicidade.® Contudo
outros compostos quimicos, como acadides, terpenos, cumarinas e flavondides sdo usados na
terapéutica.”*°

Estimativas sugerem que os 10 cm superficiais do solo possuem 10% — 10?° actinobactérias, mas
apenas 10’ foram analisadas quanto a producd de compostos antimicrobianos.*' Somente por
processos de “screening” pode-se encontrar antibidticos com estruturas bésicas inteiramente novas,
especialmente pela utilizacdo de novos procedimentos de teste e pela investigagdo em novo s grupos de
micro-organismos. ™2

Muitos trabalhos evidenciam a utilizacdo de habitats diferentes e pouco explorados para a
pesquisa de actinobactérias com potencial antimicrobiano, com énfase em ambientes semi -aridos,
oceanos, desertos e florestas tropicais.™>*® Atualmente foram propostas duas novas substancias com
atividade antimicrobiana provenientes de duas linhagens de actinobactérias isol adas de solo da Arabia
Saudita,’” enquanto que outros estudos propdem novas espécies de actinobactérias iso ladas de
ambientes desérticos.®*° Adicionamente, pesquisas mostram que as condicdes de cultivo (pH,
temperatura, agitacdo, dentre outros) e fontes de carbono e nitrogénio disponiveis afetam diretamente a
producdo do antimicrobiano pelo micro-organismo e evidenciam gque mudangas na concentragao de
gases atmosféricos, temperatura e umidade podem modificar a comunidade microbiana do solo.**%° No
“screening”, o espectro de produtos é definido pela capacidade fisiolégica dos micro -organismos,
utilizando diversos meios e condicdes de fermentacdo.

O presente trabalho investiga a atividade antimicrobiana de actinobactérias isoladas de rizosfera

de Licania rigida Benth. (Oiticica) proveniente da Caatinga nordestina, partindo do pressuposto que as
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condicdes climaticas do ambiente selecionado e a interacéo com as raizes da planta oferecem um
micro-habitat especifico no qual 0s micro-organismos possam ter uma maior diversidade metabdlica.

O presente trabalho consistiu em explorar o potencia antibiético dos metabdlitos das linhagens
isoladas. Estas foram analisadas por meio de cultivo em meio sélido e em cultivo submerso para
indicacdo do melhor meio de cultura na producdo de metabdlitos frente a micro-organismos
patogénicos que afetam a salde humana, aém da identificacdo dos grupos quimicos presentes nos

extratos brutos obtidos do liquido metabdlico.
MATERIAIS E METODOS

Isolamento dos Micro-organismos:

Para 0 isolamento das actinobactérias foi utilizada uma amostra de solo proveniente darizosfera
de Qiticica (Licania rigida Benth), cedida pela Embrapa pelo Prof. Itamar Melo. As actinobactérias
foram isoladas a partir de 10g de solo usando 0 método de espalhamento na superficie de meio de
cultura contido em placa de Petri, utilizando-se 100uL das suspensdes seriadas em solucdo fisioldgica
esterilizada nas concentracdes de 10, 10 e 10°g/mL. A amostra da rizosfera, antes de ser isolada,
sofreu um pré-tratamento consistindo de dilui¢do de 10g da amostra em 90mL de solucédo fisioldgica
esterilizada, seguido de agitacdo por 15-20 minutos. Apos a agitagdo, a amostrafoi aquecida em banho -
maria a 50°C por 10 minutos. Este pré-tratamento visou eliminar as colGnias bacterianas que se
espal ham rapidamente e ndo foram o alvo do isolamento.

O isolamento foi realizado com trés meios de cultura, visando a obtencdo de maior diversidade
de actinobactérias. Os meios utilizados foram: meio Czapeck modificado — MC — contendo (em g/L)
glicose (3,0); NaNO3 (0,5); Ko;HPO, (0,3); MgS0O4.7H,O (0,3); KCl (0,3); FeSO,4.7H,O (0,01);
MnS0O,.7H,0 (0,001); CuSO4.5H,0 (0,001); ZnSO,4.7H,0 (0,001); Agar (20,0) em pH 7,4; 0 meio
Hickey-Tresner Agar Modificado — HT — composto (em g/L) de dextrina (10,0); extrato de levedura
(1,0); extrato de carne (1,0); casitone (2,0); CaCl.7H,0 (0,02); Agar (20) em pH 7,3; e 0 meio de
cultura Arginina Vitamina Agar Modificado — AY — contendo (em g/L) L-arginina (0,3); glicose (1,0);
gliceral (1,0); Ko,HPO, (0,3); MgSO,4.7H,0 (0,2); NaCl (0,3); extrato de levedura (1,0); FeSO 4.7H,0
(0,01); CuSO4.5H,0 (0,001); MnSO,4.7H,0 (0,001); ZnSO4.7H,O (0,001); Agar (15,0) em pH 6,4.
Todos os meios de cultura foram adicionados de Anfotericina B (100ug/mL) para inibi cdo de

crescimento fungico.
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As placas de Petri foram incubadas por 30 dias, sendo o isolamento realizado a tempera tura de
37°C e 45°C. As colbnias com caracteristicas visuais de actinobactérias foram transferidas para outras
placas e apos purificacdo, mantidas em tubos de ensaio com meio de culturainclinado.

As actinobactérias isoladas encontram-se depositadas na Colecdo de Microrganismos da
Universidade Federa de Pernambuco — UFPEDA.

Identificacdo das Actinobactérias:

As linhagens isoladas foram submetidas a identificacdo, a nivel de género, através da
visualizaggo da cadeia de esporos segundo Shirling & Gotlieb.?

Os meios de cultura utilizados para a caracterizacdo morfoldgica foram: Yeast extract-malt
extract Agar®™® — ISP2 — composto por (em g/L) extrato de levedura (4,0); extrato de malte (10,0);
dextrose (4,0); Agar (20,0); 0 meio Inorganic salts-starch Agar® — 1SP4 — Contendo (em g/L) amido
(10,0); K2HPO, (1,0); MgS0O,4.7H20 (1,0); NaCl (1,0); (NH4)2SO4 (2,0); CaCO3 (2,0); FeS0O4.7H,0O
(0,001); MnCl,.4H,0 (0,001); ZnSO4.7H,O (0,001); Agar (20,0), €, 0s meos nos quas as
actinobactérias foram isoladas.

As actinobactérias foram cultivadas em linha reta na superficie do meio de cultura contido em
Placas de Petri e perpendicularmente as estrias foram inseridas laminulas de vidro esterilizadas num
angulo de 45°C, totalizando duas laminulas por estria.

As placas de Petri foram incubadas por 21 dias a 37°C e 45°C para crescimento micelial e a
cada 7 dias foi retirada uma laminula para visualizacdo da micromorfologia, onde foram observadas a

quantidade e disposi¢éo dos esporos.

Avaliacéo do Potencia Antimicrobiano em Meio Sdlido:

A atividade antimicrobiana em meio solido foi realizada através da técnica de bloco de gelose
segundo Ichikwa et al.?* para avaliar a producéo de metabdlitos com atividade antimicrobiana frente
aos micro-organismos Staphylococcus aureus UFPEDAO2, Bacillus subtilis UFPEDASG,
Mycobacterium smegmatis UFPEDA71, Micrococcus luteus UFPEDA100, Escherichia coli
UFPEDA?224, Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396, Candida kruset UFPEDA 1002, Candida albicans
UFPEDA 1007 e Malassezia furfur UFPEDA 1320.

As actinobactérias foram cultivadas nos meios dos quais foram isoladas por 5 dias e depois
foram retirados blocos de 10mm de diametro com um perfurador previamente esterilizado. Foi

realizada uma suspensdo de células na escala 0,5 MacFarland de cada micro-organismo teste em agua
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destilada estéril e 100 pL de cada suspensédo foi semeada uniformemente na superficie do meio de
cultura em placas de Petri contendo os meios Agar Nutriente (AN), Brain-Heart Infusion (BHI) e
Sabouraud Agar (SAB) sobre os quais foram colocados os b locos.

As placas de Petri foram incubadas a 37°C/24h para as bactérias e a 30°C/48h para os fungos .
apos este periodo foi observado a formagdo, ao redor do bloco de gelose, de halos de inibi¢do os quais
tiveram seus didmetros medidos em milimetros utilizando um paquimetro. O teste foi realizado em

triplicata e com os halos obtidos para cada linhagem foi realizada média aritmética.

Avaliacdo do Potencial Antimicrobiano em Meio Liquido:

Os micro-organismos com metabdlitos de maior espectro de acdo antimicrobiana em meio
solido foram selecionados para cultivo em meio liquido, utilizando o s meios. Meio para Producdo de
Eurimicina® — MPE — composto em g/L de farinha de soja (20,0) glicose (20,0), NaCl (5,0) e CaCO5
(2,0) em pH 6,7-7,0; 0 meio 1 — M1 — composto (em g¢/L) por farinha de soja (10,0) glicose (10,0),
NaCl (5,0) e CaCO;3 (1,0) em pH 7,0; e os meios nos quais foram isoladas, sendo destes retirado o &gar.

Para composic¢ao do pré-indculo, as actinobactérias foram cultivadas em 50mL dos respectivos
meios de cultura sob agitacdo a 200rpm por 48h/30°C. Apos este periodo, 5mL foram transferidos para
os frascos de Erlenmeyer, perfazendo 10% do volume final do experimento.

As actinobactérias foram cultivadas em 50mL de meio liquido, em frascos de Erlenmeyer com
capacidade de 250mL a 200rpm durante 120 horas. A cada 24h foi retirado 1mL o qual foi submetido a
centrifugacéo a 8.161 g por 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado para afericdo de pH e andise
antimicrobiana pela técnica de difusdo em disco de papel segundo as normas do National Comittee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS).? Discos de papel com 6 mm de didmetro foram embebidos
em 50uL de liquido metabdlico.

Para avaliar a influéncia da temperatura de cultivo sobre a producéo de antibidticos uma
linhagem de Streptomyces (L26) e uma de Actinomadura (L175) foram cultivadas a 30°C £ 2°C e 40°C

+ 2°C para definicdo datemperatura de andise.

Extracéo do Metabdlito Bioativo por Solventes Orgéanicos:

Das linhagens analisadas quanto a producdo de substancias antimicrobianas em meio liquido
cinco foram selecionadas para extracdo do metabdlito com atividade antimicrobiana e cultivadas
observando os melhores parémetros de producdo obtidos na andise do potencial antimicrobiano em

meio liquido.
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As actinobactérias foram cultivadas em frascos de Fernbach com 500mL de meio de cultura. O
liguido metabdlico foi separado da biomassa através de centrifugacéo ( 10.000 rpm por 3 minutos) e
ambas as partes foram tratadas com diferentes solventes organicos em trés pH’s (2,0; 7,0 e 9,0) para
extracdo da molécula antimicrobiana.

O liquido metabdlico foi tratado, na proporcéo 2:1, com os solventes: Acetato de Etila, Hexano,
Cloroférmio, Benzeno e Eter de Petrdleo, sob agitacio constante por 3 minutos para facilitar a extragéo
da molécula bioativa.

A biomassa das Actinobactérias foram tratadas com os solventes Etanol, Metanol e Acetona
para extracdo do metabdlito antimicrobiano. Os solventes organicos foram adicionados na proporcéo
10:1 e mantidos em agitacdo constante por 30 minutos parainteracdo com a molécula ativa.

Os extratos brutos obtidos foram posteriormente submetidos a andlise antimicrobiana pela
técnica de difusdo em disco (ver item anterior), utilizando discos de papel de 10 milimetros de
diéametro, embebidos em 50uL dos extratos. As condi¢des de incubacdo respeitaram as necessidades
fisiol 6gicas dos micro-organismos testes.

Identificacio dos Grupos Quimicos dos Extratos Brutos:

Os extratos brutos de Acetato de Etila (pH 7,0 e 9,0) foram selecionados para realizacdo de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para andlise dos grupos quimicos presentes. Foram
utilizados reveladores especificos para a identificacdo dos grupos. Flavondides (reativo de
Neu/UV365nm), Alcaldides (reagente de Dragendorff), Monoterpenos (Vanilina Sulfarica),
Sesquiterpenos (Vanilina Sulfdrica) e Triterpenos (Lierbermann), segundo Wagner?” e Harbone.?®

As fases moveis utilizadas para eluicdo dos compostos na cromatografia foram: Acetato de
etilaAcido  formico:Acido acético:Agua  (100:11:11:26) para Alcaldides e Flavonoides;
Tolueno:Acetato de etila a 3% (97:10) para Mono- e Sesquiterpenos; e Tolueno:Acetato de etilaa 10%
(90:10) para Triterpenos.

RESULTADOS
Isolamento e Identificacdo dos Micro-organisSmos:

Foram observadas 212 col6nias nas placas de isolamento nos trés meios de cultura. Observou -se
maior quantidade de coldnias advindas do meio MC totaizando 115 linhagens (54,2%) das
actinobactérias encontradas. O meio de cultura com a segunda maior quantidade de colénias foi o meio
AY com 60 actinobactérias (28,3%), seguido do meio HT com 37 coldnias (17,5%).
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O cultivo em diferentes temperaturas influenciou o aparecimento de linhagens de
actinobactérias, sendo a temperatura de 37°C responsavel por 131 dos micro-organismos observados
(61,8%) (Figura 2). Nesta mesma temperatura foi observada prevaléncia de crescimento no meio de
cultura AY e MC, enquanto que o meio de cultura HT apresentou a maioria das colbnias na

temperatura de 45°C (Figura 2).

80-

70 - -
r__/

60 - -
50 - -
40 - g B m37°C
30 -

— — 45°C
20 - || -
#o - —

MC HT
Meios de cultura

\\\\\\

Figura 2. Porcentagem de actinobactérias isoladas da rizosfera de Licania rigida Benth (Qiticica) nos meios Arginina
Vitamina modificado (AY), meio Czapeck modificado (MC) e meio Hickey -Tresner modificado (HT), nas temperaturas de
cultivo de 37°C e 45°C.

A andise morfolégica da cadeia de esporos das 40 actinobactérias utilizadas no ensaio
antimicrobiano, revelou que 14 linhagens (31,1%) pertencem ao género Streptomyces, 5 isolados
(11,1%) pertencem ao Nocardiopsis e 17 (37,7%) ao Actinomadura. Apenas quatro linhagens (L12,
L55, L197 e L209) ndo puderam ser identificadas por analise microscopica das cadeias de esporos
(Figura3).

B Streptomyces spp.
' Actinomadura spp.

11,1%

Nocardiopsis spp.
® N&o identificado

Figura 3. Porcentagem dos géneros identificados segundo andlise da cadeia de esporos das actinobactérias isoladas da
rizosfera de Licania rigida Benth (Qiticica).
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Avaliacdo do Potencial Antimicrobiano em Meio Solido:

Foi avaliado o potencial antimicrobiano de 40 isolados que apresentaram melhor crescimento
em meio de cultura frente a nove micro-organismos patogénicos humanos, sendo encontrados halos de
inibicdo entre 11 e 33mm de didmetro (Tabela 1).

Dentre os micro-organismos teste, apenas Klebsiella pneumoniae UFPEDA396 foi resistente
aos metabdlitos produzidos por todos os isolados. Os demais micro -organismos testes apresentaram, no
minimo, sensibilidade a sete actinobactérias isoladas.

Os maiores halos de inibic¢éo foram encontrados frente a Micrococcus luteus UFPEDA 100, com
halos de inibicdo entre 13 e 33mm de diametro, apresentando 82,6% ( 21) dos halos igual ou acima a
20mm de diametro.

Observou-se uma predomindncia de atividade antimicrobiana para os patdgenos Gram
positivos, entretanto, foi evidenciada uma ata taxa de atividade contra o fungo leveduriforme
Malassezia furfur UFPEDA 1320, com atividade por 23 isolados (51,1%) (Tabela 1).

Os halos de inibicdo para os demais micro-organismos teste foram entre 11mm e 26mm de
didmetro para Saphylococcus aureus UFPEDAO2; 12,3 e 31,3mm de didmetro para Mycobacterium
smegmatis UFPEDA71; 11mm e 26mm de didmetro para Bacillus subtilis UFPEDAS86; 14mm e
17,3mm de diémetro para Escherichia coli UFPEDA224; 11,3mm e 17mm de didmetro para Candida
krusei UFPEDA1002; 11,5mm e 15,5mm de didmetro para Candida albicans UFPEDA 1007, € 14mm
e 22,3mm de diametro para M. furfur UFPEDA1320.



Tabela 1. Didmetros dos halos de inibi¢do obtidos na andlise antimicrobiana em meio sdlido pela técnica de bloco de gelose.
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Halos deinibicdo (em milimetr os)

Nu(rjnaer 0 Género Staphylococcus Mycobacterium  Bacillus  Micrococcus Escherichia  Klebsiella Candida Candida Malassezia
. aureus smegmatis subtilis luteus coli pneumoniae krusei albicans furfur
linhagem UFPEDA UFPEDA  UFPEDA UFPEDA UFPEDA  UFPEDA  UFPEDA UFPEDA UFPEDA
02 71 86 100 224 39% 1007 1002 1320
LO1 Streptomyces sp. - 15,6 - 26,6 14 - 12,6 - 14,3
LO5 Actinomadura sp. - - 16 - - - - 12,6 -
LO6 Sreptomyces sp. 13,6 - 14,3 - - - - - -
LO8 Sreptomyces sp. 17,3 16,3 - - - - - - 15,3
L09 Actinomadura sp. 13 14,3 - - 16,3 - - - 16,6
L10 Actinomadura sp. 13 16 - 21 16,3 - - 11,6 13,3
L11 Actinomadura sp. 12 15,6 - 21 16 - - - 15,3
L12 N&o Identificado - 13,3 23 - - - 17 15
L15 Actinomadura sp. 17 20,3 - 21,3 - - - - 14
L17 Sreptomyces sp. 17 19,3 - - - - - - 18
L21 Actinomadura sp. 19,6 28 13,3 28,6 - - - - 16,6
L25 Actinomadura sp. - 20,3 - 22 - - - - 16,3
L26 Sreptomyces sp. 24 31,3 15,6 26,3 - - - - 20
L44 Actinomadura sp. - 16,3 - 20 - - - - 14,6
L47 Actinomadura sp. 12,3 - 16,3 - - - - - -
L48 Sreptomyces sp. - 20,3 - - - - - - 17
L55 N&o Identificado - - - - - - - - 16,6
L60 Actinomadura sp. - 27 - - - - - - -
L62 Sreptomyces sp. - 20,6 11 13,6 - - - - -
L63 Nocardiopsis sp. - 20 - - - - - - -
L68 Actinomadura sp. 18,6 15 18,3 27,5 14 - - 11,6 17,6
L69 Actinomadura sp. 14 16,3 - 23 17,3 - 13 13 17
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Tabela 1 (continuagdo). Didmetros dos halos de inibicéo obtidos na andlise antimicrobiana em meio solido pelatécnica de bloco de gelose.

L70

L96

L130
L138
L139
L140
L167
L173
L174
L175
L180
L194
L196
L197
L204
L207
L208
L209

Actinomadura sp.
Nocardiopsis sp.
Sreptomyces sp.
Sreptomyces sp.
Actinomadura sp.
Actinomadura sp.
Streptomyces sp.
Sreptomyces sp.
Sreptomyces sp.
Actinomadura sp.
Sreptomyces sp.
Nocardiopsis sp.
Nocardiopsis sp.
N&o ldentificado
Actinomadura sp.
Sreptomyces sp.
Nocardiopsis sp.
N&o Identificado

12,3
11
13,6
13,3
16

13,6

13,3

15

22,3
16,6
16,3
12,3
18,3
14,6
15
13
16,3
17
15
15,6
14,3

15,6

14

29
13
22
24
23
26,6
23
27
28,3

21
19,3
33
13,3
29,6

22,3
22,3
15,6

17,3

18,3

Em negrito estdo os maiores halos de inibi¢do (mm) para cada micro-organismo teste.
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Avaliacdo do Potencial Antimicrobiano em Meio Liquido:

Onze linhagens de actinobactérias foram selecionadas para cultivo em meio liquido por
apresentarem atividade frente a 5-7 micro-organismos testes analisados em meio solido. Estas
linhagens foram previamente identificadas como Streptomyces spp. (linhagens LO1, L26, L207) e
Actinomadura spp. (linhagens L10, L21, L11, L68, L69, L140, L173, L175).

A andlise dainfluéncia da temperatura mostrou que a temperatura de 30°C + 2°C proporcionou
melhor condicdo de producdo nas linhagens analisadas, com halos de 27,5mm e 19mm por
Streptomyces sp (L26) e Actinomadura sp. (L175), respectivamente, na inibicdo de M. smegmatis
UFPEDA71. Em contrapartida o cultivo a 40°C + 2°C apresentou halos de inibicdo de 13,1mm por
Streptomyces sp. (L26) e 11,5mm Actinomadura sp. (L175) para 0 mesmo micro-organismo teste.

Observou-se que das onze linhagens, oito apresentaram melhor producdo de metabdlitos
antimicrobianos no meio de cultura MPE, o qual apresenta alta concentracdo de nitrogénio disponivel
na forma de farinha de soja. Estas linhagens mostraram que a producdo dos metabdlitos bioativos
ocorreu, principalmente nas primeiras 72h de cultivo (Tabela 2).

Nas demais linhagens mostraram-se a maior producéo de antimicrobianos nos meios AY
(linhagem L207), MC (linhagem L11) e meio HT (linhagem L01), todas com producdo méxima nas
primeiras 48h de cultivo. O meio de cultura M1 ndo se destacou como melhor produtor de metabdlitos
antimicrobianos por nenhuma das actinobactérias analisadas.

Durante o cultivo das actinobactérias pode-se observar que o pH do meio de cultura onde houve
o maior halo de inibicdo pel os metabdlitos antimicrobianos oscilou entre 5,0 e 7,0 durante o cultivo
(Tabela 2), estando assim levemente &cido, e apresentaram tendéncia a aumento do valor no decorrer
do cultivo.

Os meios de cultura utilizados para a selecdo em meio solido ndo aprese ntaram 0 mMesmo
potencia de producéo em cultivo submerso, sendo os meios de cultura contendo farinha de soja como
fonte de nitrogénio os melhores produtores.

Foi observadatambém a baixa producéo de inibidores de bactérias Gram negativas.
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Tabela 2. Didmetro dos halos de inibic&o obtidos do liquido metabdlico provenientes do cultivo submerso de onze linhagens de actinobactérias da rizosfera de Licania
rigida Benth. (Qiticica), frente a patbgenos humanos.

at;&r;at?gz?aes Micro-organismo teste M a(ir(T)]rmi;al ° Tempo de cultivo Meio de cultura pH
LO1 Streptomyces sp. M. smegmatis UFPEDA71 22,1 48h HT 7,0
L 10 Actinomadura sp. M. smegmatis UFPEDA71 17,3 72h MPE 50
L11 Actinomadura sp. M. luteus UFPEDA 100 15,3 48h MC 6,0
L21 Actinomadura sp. S aureus UFPEDAO2 27,5 96h MPE 6,0
L26 Streptomyces sp. M. smegmatis UFPEDA71 27,5 48h MPE 6,0
L68 Actinomadura sp. M. smegmatis UFPEDA71 11,5 72h MPE 6,0
L 69 Actinomadura sp. M_S ;gg erur;tLiJsFLFJ)IEEP)é\D(f;?l 13 72h MPE 6,0
L 140 Actinomadura sp. M. smegmatis UFPEDA71 25 24h MPE 50
L173 Streptomyces sp. E. coli UFPEDA224 12,6 48h MPE 6,0
L175 Actinomadura sp. M. smegmatis UFPEDA71 21,3 48h MPE 6,0
L207 Sreptomyces sp. M. smegmatis UFPEDA71 14,1 48h AY 6,0
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Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana dos Extratos Organicos:

Duas linhagens de Streptomyces sp. (LOL, L26) e trés Actinomadura sp. (L21, L140 e L175)
foram selecionadas para extracéo do composto antimicrobiano a partir dos resultados obtidos no cultivo
submerso.

Dos 75 extratos brutos obtidos do liquido metabdlico apenas seis foram €ficientes para a
separacdo do metabdlito antimicrobiano, com destaque para os solventes Acetato de Etila e Benzeno,
responsaveis pela extragdo da substancia bioativa.

Os halos de inibicdo produzidos pelos extratos brutos foram de 13mm e 12,5mm para os
extratos acetoetilico e benzénico, respectivamente, no liquido metabdlico tratado em pH 7,0 da
linhagem de Streptomyces sp. (L26). A linhagem de Actinomadura sp. (L175) apresentou atividade
para os extratos acetoetilico e benzénico com halos de inibicdo de 14 mm e 15mm em pH 7,0,
respectivamente, e halos de 14,5mm e 18mm em pH9,0 para os referidos extratos.

Dos 45 extratos brutos provenientes do tratamento da biomassa, nenhum apresentou atividade
antimicrobiana, evidenciando que o metabdlito bioativo ndo éintracelular.

Andlise dos Grupos Quimicos dos Extratos Brutos:

Os extratos Acetoetilicos em pH 7,0 e 9,0 foram selecionados para realizacdo da Cromatografia
em Camada Delgada mesmo sem inibi¢do de crescimento do micro-organismo teste, por sua menor
toxicidade do solvente organico.

A andlise cromatogréfica mostrou a presenca de flavondides em todos os extratos obtidos em
pH 7,0, entretanto os extratos brutos em pH 9,0 das linhagens de Actinomadura sp. (L21 e L140) e de
Streptomyces sp. (L26) ndo apresentaram este grupo na cromatografia. Adicionalmente, observa-se
maior quantidade de flavondides no extrato em pH 7,0 da linhagem L 175, devido a maior intensidade
da cor laranja, caracteristica deste grupo quimico (Figura 3).
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Figura 4. Cromatografia em Camada Delgada (CCD) de flavondides presentes nos extratos acetoetilicos de cinco linhagens
de actinobactérias de Licania rigida Benth (Oiticica). Fase movel: Acetato de etilaz Acido férmico:Acido acético:Agua
(100:11:11:26). Revelador: reativo de New/UV 365nm.

Na investigacdo de mono e sesquiterpenos, observa-se 0 mesmo padréo de bandas encontrados
nas linhagens de Streptomyces sp. (L26) e de Actinomadura sp. (L140 e L175), com leve ateracdo na
linhagem de Streptomyces sp. por apresentar uma fracdo com menor afinidade pela fase estacionaria

(Figura4). As demais linhagens ndo revelaram a presenca destes grupos quimicos.
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Figura 5. Fracbes de mono e sesquiterpenos presentes na Cromatografia em Camada Delgada (CCD) de extratos
acetoetilicos de cinco linhagens isoladas de Licania rigida Benth (Oiticica). Fase mével: Tolueno:Acetato de etila a 3%
(97:10). Revelador: Vanilina Sulfarica.

A andlise de triterpenos evidenciou a presenca dos grupos B-amirina e [-sitosterol, com o
mesmo padréo de fragbes encontrados nas linhagens de Streptomyces sp. (L26) e de Actinomadura sp.
(L140 e L175) (Figura 5), como visto anteriormente na andlise de mono e sesguiterpenos. As linhagens

LO1 e L21 ndo apresentaram fragdes correspondentes aos terpenos analisados.
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B-amirina

B-sitosterol

- Acido ursélico

Figura 6. Triterpenos observados na Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos extratos acetoetilicos de cinco
linhagens de actinobactérias de Licania rigida Benth (Qiticica). Fase movel: Tolueno:Acetato de etila a 10% (90:10).
Revelador: Lierbermann.

A investigacdo de alcaldides mostrou que este grupo quimico ndo esteve presente nos extratos

acetoetilicos.

DISCUSSAO

A Caatinga, como bioma unicamente encontrado no Brasil e &rea pouco explorada, torna-se
alvo de investigacOes para elucidacdo de seu potencia bioldgico. Neste contexto as actinobactérias
isoladas mostraram-se fonte de substancias bioativas.

Trabalhos evidenciam o isolamento de actinobactérias de solos semi -aridos e desérticos como
fonte de novas espécies e de novas drogas. **° Entretanto, actinobactérias dos géneros Amycolatopsis,

Lechevalieria e Sreptomyces foram isoladas através de meios de cultura especificos. ™
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Tem-se destacado a importancia da utilizacdo de meios de cultura especificos para
actinobactérias, combinados a técnicas de pré-tratamento das amostras para obtencdo de géneros de
dificil isolamento e com alto potencial biotecnol égico.?

Estudos mostram que as actinobactérias sado as maiores produtoras de antibidticos, onde das
10.000 espécies estimadas de actinobactérias, 2.250 produzem Streptotricina, 125 produzem
Estreptomicina e 40 produzem Tetraciclina. Estima-se também que a Vancomicina sgja produzida por
um em cem mil actinobactérias, a Eritromicina por um em um milhdo, e um novo composto,
Daptomicina, seja produzido por um em dez milhdes de actinobactérias.®

Os resultados descritos no presente trabalho evidenciam alto potencial parainibicédo de bactérias
Gram positivas e do fungo Malassezia furfur UFPEDA 1320, o que contradiz estudos realizados no
Himalaia, que evidenciam baixa quantidade de isolados de solo com atividade frente a bactérias Gram
positivas e negativas, porém grande antagonismo a fungos filamentosos.®® Adicionamente,
actinobactérias isoladas do deserto egipcio e de esponjas do mar apresentam atividade frent e a bactérias
Gram positivas.*>* Desta forma destaca-se a importancia do local de coleta para o isolamento de
linhagens com importancia biotecnol 6gica.

Observa-se a alta incidéncia do género Streptomyces com atuagdo antagonica contra fungo e
bactéria fitopatogénicos, evidenciando o potencial industrial de seus metabdlitos.*

A composicdo do meio de cultura, apesar de permitir o crescimento celular, pode afetar de
modo n&o favorével a producgo de antibidticos.™ Estudos tem objetivado a otimizacgo das condices
de cultivo e composicdo do meio de cultura para aumento da producdo de substancias
antimicrobianas, 3*19%

Outro fator que influencia na producdo de metabdlitos antimicrobianos € o pH do meio de
cultura. Thakur et al*® observaram que uma linhagem de Streptomyces sp. teve méxima produczo de
antibiéticos no pH 7,5. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos no presente trabaho, onde
temos a producéo de metabdlitos bioativos em pH 5,0-7,0, decrescendo a producdo com o aumento do
pH.

Adicionalmente, relata-se que meios de cultura liquidos com maior quantidade de glicose em
sua composicdo torna-se mais favoravel a producdo de compostos antimicrobianos.? Entretanto,
observa-se, também, que a producéo de antibioticos por uma linhagem de actinobactéria marinha néo
sofreu interferéncia da fonte de carbono, mas da fonte de nitrogénio.®

Os grupos quimicos encontrados no presente trabalho também apresentam aplicabilidade

farmacéutica descritas na literatura com atividade antimicrobiana, anticancerigena, antioxidante,
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antiviral, larvicida, anti-inflamatorio, analgésico, antiespasmodico, bem como sua aplicagdo na
industria alimenticia, como preservante e aromatizante e aplicabilidade na promocéo de crescimento
vegeta % Apesar de flavondides e terpenos serem classes de compostos predominantemente de
origem vegetal , trabalhos apresentam actinobactérias como fonte destes grupos. ™+

Sunesson et a*® evidenciam uma alta variedade de terpendides produzidos por uma linhagem de
Sreptomyces albidoflavus e que esses compostos tem sua producdo influenciada pelas condicdes de
cultivo.

Uma vez que a Licania rigida Benth tem producdo comprovada de flavondides,* estudos mais
aprofundados sd0 necessarios para identificar se as substancias produzidas pelas actinobactérias sao as
mesmas produzidas pela planta.

O presente trabalho mostra que a microbiota do solo da Caatinga apresenta-se como fonte de
moléculas bioativas. Uma vez que as actinobactérias sGo importantes produtoras de substancias de
importancia biotecnoldgica, principalmente de compostos a serem usados na industria farmacéutica
evidencia-se necessidade de exploracdo de ambientes poucos estudados no comb ate de infecgdes
bacterianas.

Adicionalmente, observou-se que o0 meio de cultura MPE, cuja composi¢cao apresent a grande
guantidade de farinha de soja como fonte de nitrogénio e ata concentracdo de carbono (2%) em rel acéo
aos demas meios de cultura analisados mostrou os melhores resultados na producdo de
antimicrobianos.

A linhagem de Streptomyces sp. (L26) apresentou-se como melhor produtor de metabdlitos com
atividade antimicrobiana pois possui rapida producéo (nas primeiras 48h de cultivo) aliada aum grande
diametro do halo de inibicdo. Adicionamente esta linhagem também apresenta -se como produtora de

alcldides e terpenos, substancias de grande importancia farmacol ogica.
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CONCLUSOES

e Os resultados obtidos confirmam que arizosfera de Licania rigida Benth possui um alto
potencial como fonte de actinobactérias com capacidade de producdo de substancias
bioativas de interesse biotecnol 6gico.

e O meio de cultura MC é indicado para o isolamento de actinobactérias, pois apresentou
a maior quantidade de isolados. Este meio possui glicose como fonte de carbono e
grande variedade de sais em sua composi ¢ao.

e Dentre as linhagens isoladas, 0 género Streptomyces € o melhor produtor de antibidticos,
seguido do género Actinomadura.

e Naselecdo antimicrobiana em meio solido, as actinobactérias possuem grande atividade
antagonica frente a bactérias Gram-positivas, leveduras e fungo leveduriforme.

e Klebsiella pneumoniae UFPEDA396 é resistente aos metabdlitos produzidos por
actinobactérias isoladas darizosfera de Licania rigida Benth.

e No cultivo submerso, o meio de cultura MPE, que possui elevada porcentagem de
carbono, é o meio com melhor producéo de metabdlitos antimicrobianos.

e No cultivo em meio liquido a temperatura de 30° + 2°C € mais favoravel a producéo de
metabdlitos.

e O extrato acetoetilico € mais favorével a extragdo do metabdlito antimicrobiano.

e A linhagem de Streptomyces sp. (L26) e as linhagens de Actinomadura spp. (L140 e
L175) sdo produtores de flavonoides e terpenos nos extratos acetoetilicos em pH7,0 e
pH9,0.
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RESUMO

A grande quantidade de infec¢do proporcionadas por micro-organismos resistentes,
impulsiona a busca por novas antibiéticos e novas fontes destas drogas. O presente trabalho
objetivou isolar actinobacterias do sole da Caatinga e avaliar sua atividade antimicrobiana.
Dos trés meios utilizados no isolamento observou-se maior incidéncia no meio MC, rico em
sais. Adicionalmente a temperatura de 37°C foi mais favoravel ao isolamento destas bactérias
em oposi¢do a temperatura de 43°C. As actinobactérias isoladas foram analisadas quanto ao
antagonismo a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis,
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Candida krusei, Candida
albicans e Malassezia furfur. Dos micro-organismos testes utilizados, todos apresentaram
sensibilidade a, no minimo, um isolado, com exce¢do apenas para K. pneumoniae.

Palavras-chave: Actinobactérias: Isolamento: Solo da Caatinga: Atividade antimicrobiana.

INTRODUCAO

A rizosfera ¢ definida como o volume de solo afetado pela presenca de raizes em
crescimento das plantas. (Uren, 2007). Hawkes et al (2007) em sua revisao mostram que
espécies de plantas podem ser importantes em determinar a esttutuwra da comunidade
bacteriana e fingica da rizosfera. sendo essa microbiota influenciada pelo genotipo da planta,
seu estado nufricional, presenca de infecgdo e micorrizas.

A rizosfera é caracterizada por grandes flutuagdes ambientais que podem promover a
elevada diversidade na comunidade microbiana da rizosfera. onde muitas dessas assoclagdes
serao espécies especificas. e, portanto. cada espécie de planta val mostrar alguma novidade
em termos de diversidade microbiana (Hawkes et al, 2007, Jeffries, 2004).

O bioma Caatinga localiza-se na regidao do semi-arido, ocupa uma area aproximada de
826.411 km’. abrangendo os 09 estados nordestinos. além da regido norte do estado de Minas
Gerais. Essa regido abrange 60% da area do Nordeste e 13% do Brasil (Conselho Nacional da
Reserva da Biosfera da Caatinga; Corréa, 2010).

O conhecimento da biodiversidade e bioprospec¢do de novos micro-organisios
tornou-se um dos focos principais da era biotecnologica. visto que a utilizagdo destes
organismos na busca de solugdes nas areas de alimento, satide. meio ambiente e industria vem
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crescendo de forma acelerada no atual cenario mundial (Oliveira et al. 2006).

Nas pesquisas de novos antibidticos, tornou-se evidente que, embora microbios sejam
os principais produtores destes compostos, estes podem ser produzidos por outros organismos
como: algas. liquens, plantas verdes e mesmo células animais. O setor de medicamentos
antiinfecciosos apresenta frés classes distintas: antibioticos, antivirais e anfifungicos, sendo
que o maior em vendas € antibioticos, com um mercado de US$25 bilhoes em 2002 (Mendes
et al. 2006).

Apods a resisténcia a antibidticos, a prioridade para as proximas décadas deve ser
enfatizada no desenvolvimento de novas drogas e/ou a recuperacao de moléculas naturais, que
permitiria o controle de doencas causadas por patégenos. Preferivelmente, estas moléculas
naturais apresentam um vasto leque de agdes para varios agentes patogenicos, além de ser de
facil producao. e nao induzir resisténcia microbiana. (Marshall & Arenas, 2003).

Somente por processos de “screening” pode-se esperar antibidticos com estruturas
basicas inteiramente novas, especialmente pela utilizacdo de novos procedimentos de teste e
pela investigagcdo em novos grupos de micro-organismos. Atualmente a tnica alternativa para
superar o problema de resisténcia ¢ a descoberta de novos antibioticos (Sato, 2002).

Entre as bactérias, existem muitos grupos taxonomicos que produzem antibioticos com
maior destaque para uma variedade de antibioticos produzidos por actinobactérias,
especialmente o género Streptomyces (Sato, 2002). Actinobactérias sao bactérias gram-
positivas com alguns aspectos semelhantes aos de fungos filamentosos e ocorrem em maior
frequéncia no solo e poeiwra. (Cunha, 2009; Flirdh & Buttner, 2009:; Fuertes, 2004). Sato
(2002) mostra que as actinobactérias sdo os maiores produtores de antibidticos, com 4.600
compostos produzidos, sendo o género Strepromyces o principal responsavel pela produgio
dos antibioticos (de uso humano e veterinario) e antitumorais.

Estima-se que os 10cm superficiais de solo contenham 107-10°® actinobactérias, mas
cerca de 10’ foram analisadas para produgdo de antibioticos nos ultimos 50 anos (Baltz,
2007). Paite da dificuldade em estudar os micro-organismos provenientes do solo esta em que
dificilmente uma unica técnica de isolamento revelara a populagdo microbiana total de uma
amosira, onde as condic¢oes de cultivo (aeracao. presen¢a/ausencia de luz, temperatura, dentre
outros) e os nutrientes disponiveis nao atenderdo a demanda fisiologica de todos os micro-
organismos (Pelczar Jr. et al, 1997).

Desta forma o presente trabalho objetiva o i1solamento de linhagens de actinobactérias
aerobias que cresg¢am em assoclagao com a rizosfera da Oitica (Licania rigida Benth.) e
propde-se a analisa-las para a producgao de substancias antagonicas a patogenos humanos.

MATERIAL E METODOS

Para isolamento das actinobactérias, foi utilizada uma amostra de solo da caatinga,
retirada da rizosfera de Oiticica (Licania rigida Benth.). Os micro-organismos foram isolados
a partir de 10g de solo usando o meétodo de espalhamento em placa utilizando-se 100uL das
diluigcoes seriadas em solucdo fisiologica estéril nas concentracoes de 107, 10% e 107, As
amostras, antes de serem isoladas, sofreram um pré-tratamento consistindo de dilui¢ao de 10g
da amostra em 90mL de tampdo fosfato, seguido de agitagao por 15-20 minutos. Apos a
agitacdo. a amostra fol aquecida em banho-maria a 50°C por 10 minutos. Este pré-tratamento
visou eliminar as colonias bacterianas que se espalham rapidamente e nao sao o alvo do
isolamento.

Foram utilizados trés meios de culturas com composigdo distintas para o isolamento
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das actinobactérias. Estes meios de cultura foram: meio — MC — contendo glicose (3.0g):
NaNO; (0.5g); KoHPO; (0.3g); MgS04.7H,0 (0.3g): KCl (0.3g): FeSO4.7H,O (10mg):
MnSO4.7H,O (1.0mg): CuSO45H>O (1.0mg): ZnSO4.7H,O (1,0mg): Agar (20g): agua
(1000ml) e pH 7.4; o me1o Hickey-Tresner Agar Modificado — HT — composto de dextrina
(10g); extrato de levedura (1.0g): extrato de carne (1.0g); casitone (2.0g): CaCl.7H,0O (0,02g):
Agar (20g): agua (1000mL) e pH 7.3; e o meio de cultura arginina Vitamina Agar Modificado

AY - contendo L-arginina (0,3g); glicose (1,0g): glicerol (1.0g); K;HPO, (0.3g):
MDSO4 7TH,O (0.2g): NaCl (0,3g): extrato de levedura (1,0g): FeSO,.7H,O (10mg);
CuS0O4.5H,0 (1,0mg): MnSO,.7H,O (l.0mg); ZnSO,.7H,O (1.0mg): Agar (15g); agua
(1000ml) e pH 6,4. Todos os meios de cultura foram adicionados de Anfotericina B
(100pg/ml) para inibigao de crescimento fiingico.

O 1solamento foi realizado em triplicata para cada diluicdo nos diferentes meios.
Tambem fo1 utilizada duas temperaturas para incubacao das placas, sendo estas 37°C e 45°C,
para abranger um maior espectro de micro-organismos. As linhagens isoladas foram retiradas
entre o terceiro e trigésimo dia de isolamento, ao fim do qual o isolamento foi interrompido.

Foi realizada a atividade antimicrobiana em meio solido através da técnica de bloco de
gelose (Ichikawa et al.1971) para avaliar a producao de metabolitos com atividade antagonica
confra os micro-organismos Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium
smegmatis, Micrococcus luteus. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Candida krusei,
Candida albicans e Malassezia furfur. Os blocos foram feitos com um perfurador de 10mm
de diametro e o diametro dos halos de inibicdao medidos com um paquimetro. Fo1 realizada
uma suspensao de células de cada micro-organismo teste na escala 0,5 MacFarland e 100ul da
mesma foi semeada em placas de Petri contendo os meios Agar Nutriente (AN), Brain-Heart
Infusion (BHI) e Sabouraud Agar (SAB). O teste foi realizado em ftriplicata e com os halos
obtidos para cada linhagem foi realizada média aritimetica.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram obtidas 212 linhagens provenientes do isolamento nos trés meios de cultura e
das duas temperaturas de incubag¢do. Destas linhagens, 61.8% (131) foram obtidas do cultivo
a 37°, enquanto os 38,2% (81) restantes foram obtidas por crescimento a 45°C (figuralA).

Ao analisar a variavel meio de cultura, observou-se maior quantidade de isolados
advindos do meio MC totalizando 54.2% (115) das actinobactérias encontradas. O meio de
cultura com a segunda maior quantidade de isolados foi o meio AY com 28.3% (60) dos
1solados, seguido do meio HT com 17,5% (37) 1solados (figuralB).

Ao compararmos as variaveis meio de cultura e temperatura. observou-se que a
temperatura de 37°C fo1 adequada para o crescimento nos meios MC e AY, entretanto, o meio
HT mostrou-se adequado para o isolamento das actinobactérias a 45°C, com 62.2% (23) de
seus isolados crescidos a esta temperatura (figural C).

Com a maioria dos isolados provenientes do meios MC, observa-se que a demanda
nutricional das actinobacterias requer maior quantidade de sais. em oposi¢cao ao meio HT. rico
em vitaminas e nitrogenio organico, onde foi apresentado o menor nimero de isolados.

53



XVIII Simpdsio Nacional de Bioprocessos
Caxias do Sul/RS - 24 a 27 de julho de 2011

INALLRM 2011

Temperatura de crescimento / Porcentagem de linhagens /
linhagens isoladas meio de isolamento
]
A B 100 1
S 100 S
R 4
: i'mla
q’l I
L= S
] c
E 3 AY MmcC HT
= 37°C as°c =
A Meios de cultura B
Temperatura
Temperaltura (.ie crescimento / Figural: (A) Porcentagem de linhagens
meio de isolamento isoladas nas diferentes temperaturas de
8 incubacao; orcentage de
B o in bag _(B) PI}]gIl:l
= linhagens isoladas ns trés meios de
w ek ol =5 b= . . B
® 50 _/-i ‘I—-— p—— culturas utll%z,adps, e (C) Interagao
P /l J '_I-l7 entre as variaveis meio de cultura e
g o M45°C | temperatura de incubagio.
~3
= AY MC HT C
Meios de cultura

Foi avaliado o potencial antimicrobiano de 45 isolados frente a nove micro-
organismos patogénicos humanos, sendo encontrados halos de inibicdo entre 11 e 33mm de
diametro.

Dentre os micro-organismos teste, somente a K. pneumoniae apresentou-se resistente
aos metabolitos produzidos pelos isolados. Os demais micro-organismos teste apresentaram,
no minimo, sensibilidade a sete isolados com atividade antimicrobiana.

Os maiores halos de inibicao foram encontrados frente a M. luteus, com halos de
inibi¢do entre 13 e 33mm de diametro, apresentando 82.6% (19) dos halos igual ou acima a
20mm de diametro.

Observou-se uma predominancia de atividade para os patogenos Gram positivos,
entretanto, foi evidenciado uma alta taxa de atividade contra o fungo M. furfur. com atividade
para 51,1% (23) dos isolados.

Os halos de inibigdo para os demais micro-organismos teste foram entre: l1lmm e
26mm de didmetro para o S. aureus; 12.3 e 31.3mm para o M. smegmatis: 11mm e 17.6mm de
diametro para o B. subtilis; 14mm e 17.3mm para a E. coli: 11,3mm e 13.6mm de didmetro
para a C. krusei; 11,5mm e 14,3mm para a C. albicans, e; 14mm e 20mm de diametro para a
M. furfur.

Okoro et al (2009) apresentam em seu estudo do solo do Deserto do Atacama o
isolamento de linhagens do género Streptomyces, cuja analise molecular indicam ser de novas
espécies. Sendo este género o maior produtor de antibidticos dentro das actinobactérias, ha a
possibilidade de haver novos produtores de antibidticos, enfatizando a necessidade de
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pesquisa de diferentes habitats para descobrimento de novos 1micro-organisios.
Adicionalmente, Boudjella et al (2006) propoem uma nova linhagem do geénero
Streptoverticillium, o qual apresenta atividade frente a bactérias Gram positivas, mas pouca
atividade contra bactérias Gram negativas, corroborando os dados enconfrados no presente
trabalho, entretanto nao houve atividade contra o fungo C. albicans.

Garbeva et al (2008) mostram que diferentes espécies de plantas podem influenciar a
microflora da rizosfera. beneficiando o isolamento de micro-organismos com maior atividade
antimicrobiana. inclusive com inibi¢do de fitopatogenos. No mesmo estudo. evidencia-se a
maior quantidade de micro-organismos em solos cultivados que em solos sem plantio. No
entanto, Narendra et al (2010) mostra em seu estudo que solos com menor atividade
antropogénica (terrenos baldios) apresentaram maior quantidade total de 1solados de
actinobactérias em comparacao com solos de jardins. Esses isolados de terrenos baldios
também foram responsaveis pela maioria das atividades antimicrobianas realizadas contra S.
aureus, B. subtilis e Pseudomonas putida, evidenciando que a acao humana pode afetar
diretamente a microtlora do solo.

Estudos realizados por Ujikawa (2003) mostram que actinobactérias apresentam uma
grande variedade de antibioticos poliénicos com ag¢ao antifungica produzidos por
actinobactérias do solo com. inclusive, produgdao de mais de um antibiotico por linhagem
1soladada, referenciando o grande potencial desses organisimos na industria farmacéutica.

CONCLUSOES

Os meios de cultura utilizados para o isolamento das actinobactérias mostraram-se
eficientes, principalmente os meios com maior quantidade de sais em sua composigao.
Adicionalmente, observou-se que a temperatura de 37°C foi mais benéfica para o isolamento
que a temperatura de 45°C.

O screening antimicrobiano realizado mostra potencial para producdo de antibidticos
contra os micro-organismos testados, exceto para a inibigao de E. coli e K. pneuwmoniae, as
quais foram as bactérias Gram negativos analisadas. os quais nao tiveram resultados
consideraveis.

Observa-se um grande potencial para producao de anti-flingico contra a M. furfur;
agente etiologico da pitiriase versicolor, mais conhecida como pano-branco, com 51,1% das
linhagens analisadas com atividade antagénica contra este patégeno.

Estudos posteriores sao necessarios para identificacdao das actinobactérias isoladas,
identificando se o bioma da Caatinga pode ser fonte de novas espécies microbianas.
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ANEXO I1I: INFLUENCIA DA TEMPERATURA E FONTES DE CARBONO E NITROGENIO NA

PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS POR ACTINOBACTERIAS DA RIZOSFERA DE Licania rigida
Benth.

Costa, E.P. *, Soares, E.C.L. % Lucio, D.F. ?, Godoy, M.F. 3, Melo, I.S. % Araljjo, JM. *, Porto, A.L.F.

! UFPE - Universidade Federal de Pernambuco-Dpt°. de antibiéticos (Av. Prof. Moraes Lins do Rego,
s/n, 50670-901, Recife, PE, Brasil.), 2 UFPE - Universidade Federal de Pernambuco-Dpt°. de Farmécia
(Av. Prof. Moraes Lins do Rego, s/n, 50670-901, Recife, PE, Brasil.), * UPE - Universidade de
Pernambuco-CCB (Av. Agamenon Magahdes, s/n - Santo Amaro - Recife/PE CEP: 50.100-010 ), *
EMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesguisa Agropecuéria (Rua Antonio Falcdo, 402 - Boa Viagem,
Recife-PE, CEP 51020-240), ° UFRPE - Universidade Federal Rural de Pernambuco-DMFA (Av. Dom
Manoel de Medeiros, §/n, 52171-900, Recife, PE, Brasil.)

O aumento da resisténcia microbiana evidencia a necessidade de descoberta de novos antimicrobianos

com maior potencia de agdo. As condigcbes de cultivo afetam diretamente a producéo do
antimicrobiano. Desta forma, 0 objetivo desse estudo foi testar in vitro pelo método de difusdo em

disco de papel a susceptibilidade de bactérias Saphylococcus aureus, Micrococcus luteus e
Mycobacterium smegmatis e ao fungo Malassezia furfur aos extratos fermentados de Streptomyces sp.
e Actinomadura sp em diferentes composi¢oes de meios de cultura e temperatura em cultivo submerso.

Os meios de cultura utilizados foram MPE (farinha de soja 20g; Glicose 20g; CaCO3 2g; NaCl 5g;
H20 1000ml), M1 (farinha de soja 10g; Glicose 10g; CaCO3; 1g; NaCl 5g; H,O 1000ml) e MC
(Glicose 3g; NaNOs 0,5g; K,HPO, 0,3g; MgSO4.7H,0O 0,3g; KCl 0,3g; FeSO,.7H20 10mg;
MnSO,.7H,0 1mg; CuSO4.5H,0 1mg; ZnSO,4.7H,0O 1mg; H,O 1000ml) para Streptomyces sp., €
MPE, M1 e AY (L-arginina 0,3g; Glicose 1g; Glicerol 1g; K,HPO, 0,3g; MgSO,4.7H,0 0,2g; NaCl
0,3g; Extrato de levedura 1g; FeSO,.7H,O 10mg; MnSO,.7H20 1mg; CuS045H20 1mg;
ZnS0,4.7H20 1mg; H,O 1000ml) para Actinomadura sp. As linhagens foram cultivadas em mesa
agitadora a 150rpm por 96 h, a temperatura de 30°C £ 2°C e 40°C + 2°C. Os halos de inibi¢do foram

observados a cada 24 h. Verificou-se que os extratos fermentativos de Streptomyces sp. nos meios de
cultura M1 e MPE e nas diferentes temperaturas apresentaram atividades antimicrobiana em todas as
bactérias testadas, obtendo maiores halos de inibicdo apds 48 h em M. smegmatis (27,5 mm) quando
cultivadas no meio MPE, a 30 °C e em M. luteus (26,3 mm) quando cultivadas em meio M1, a 40 °C.

Para os extratos de Actinomadura sp., 0 maior halo de inibi¢do foram obtidos frente a M. luteus quando
cultivados no meio M1, apés 72h, a 40 °C (28,5 mm). N&o foram observados atividade antiflngica nos

cultivos a 30°C. Os meios de cultivo que contém pouca quantidade de carbono e nitrogénio orgéanico

(AY e MC) tiveram pouca ou nenhuma atividade antimicrobiana, evidenciando que a importancia da
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composi¢cdo dos meios de cultura. Desta forma, evidencia-se que o fator mais importante neste
experimento foi a composicdo dos meios de cultura utilizados e, no caso da producdo de antifungico, a

temperatura limitou a producéo de antibi6ticos pelas actinobactérias.

Palavras-chaves: Actinobactérias, Atividade antimicrobiana, Rizosfera, Licania rigida Benth,

Caatinga nordestina



