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RESUMO

A pesquisa experimental teve como objetivo avaliar o potencial biotecnolégico das
actinobactérias isoladas da rizosfera da planta litorAnea lIpomoea pes-caprae,
identificando a atividade antimicrobiana, fazendo andlise preliminar de composto
quimico e realizando o teste da producdo de L-asparaginase, enzima utilizada no
tratamento do cancer. Os testes antimicrobianos foram feitos através da técnica de bloco
de gelose, a caracterizagdo do composto quimico por cromatografia em camada delgada,
e o teste da producdo de L.asparaginase foi feito pelo ensaio rapido em placa para
producdo dessa enzima. Os actinomicetos apresentaram maiores quantidades de halos
de inibicdo para micro-organismos do grupo dos Gram-positivos. Chama-se atengédo
para Staphylococcus aureus com amplo perfil de resisténcia. A actinobactéria A94CZN
(1)10™ deu halo de inibicdo de 23 mm para esse micro-organismo e 0 grupo quimico
caracterizado nesse actinomiceto foi dos monoterpenos, que segundo a literatura, tem
compostos com atividade anti-séptica. Quanto & producdo de L-asparaginase, 85% das

actinobactérias apresentaram producdo dessa enzima antitumoral. Muitas pesquisas com
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actinobactérias marinhas mostram étimos resultados para a producédo de antineoplasicos.
Esses micro-organismos tém atividades biotecnoldgicas que podem proporcionar
esperanga no combate a cepas bacterianas resistentes e alternativas para tratamento do

cancer.

Palavras-chave: Actinobactérias, Rizosfera, Marinhas, Antimicrobiano, Antitumoral.

ABSTRACT

The experimental research was to evaluate the biotechnological potential of
actinobacteria isolated from the rhizosphere of coastal plant Ipomoea pes-caprae,
identifying antimicrobial activity, doing preliminary analysis of chemical and
performing the test production of L-asparaginase, an enzyme used in the treatment of
cancer. Antimicrobial tests were done using the technique of agar block,
characterization of the chemical compound by thin layer chromatography, and the test
production L.asparaginase was done by rapid assay plate for production of this enzyme.
The actinomycetes showed high amounts of inhibition zones for micro-organisms of the
group of Gram-positive. Attention is drawn to the Staphylococcus aureus with broad
resistance profile. The actinobacteria A94CZN (1) 10-4 gave inhibition zone of 23 mm
for this micro-organism and chemical group characterized this actinomycete was the
monoterpenes, which according to the literature, has compounds with antiseptic activity.
As for producing L-asparaginase, 85% of actinobacteria production of this enzyme
showed antitumor. Much research on marine actinobacteria show excellent results for
the production of antineoplastic. These micro-organisms have biotechnology activities
that can provide hope in fighting bacterial strains resistant and alternatives for cancer

treatment.
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INTRODUCAO

Nas plantas estdo presentes populacdes de micro-organismos epifitas e endofitas,
ambos no filoplano e na rizosfera'. A rizosfera é a regido do solo sujeita a influéncias de
exudatos que promovem ou inibem a atividade microbiana. Do ponto de vista
nutricional, o solo é um grande habitat para micro-organismos heterotréficos,
principalmente nas imediacdes das raizes (rizosfera) que eles encontram os substratos
que necessitam para sua proliferacdo®. Também é o local onde ocorre a maior parte das
interacBes entre micro-organismos e plantas®. Muitas dessas associaces sdo espécies-
especificas, portanto, cada espécie de planta pode mostrar uma diversidade microbiana®.

A lIpomoea pes-caprae (L.) R. Br, convolvulacea, € uma planta nativa das
restingas de dunas arenosas da costa da Africa e da Asia, e no Brasil sdo encontradas em
toda costa litoranea, sendo conhecida popularmente como salsa-de-praia®°. Sua
utilizacdo caseira vem dos héabitos dos aborigenes da Austrdlia, que costumavam
aquecer a folha e aplicé-las sobre furtinculos®.

O Brasil tem uma das maiores costas do mundo, com diversos ecossistemas e
microhabitats. Apesar disso, pouco se conhece sobre a diversidade de actinobactérias
nestas regides. As pesquisas com produtos naturais marinhos no Brasil tiveram inicio na
década de 1960, no Centro de Pesquisas de Produtos Naturais na Faculdade de Farmécia
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). No entanto, ainda sdo poucas as
informagdes, documentadas em artigos cientificos, sobre as substancias isoladas e a
atividade biolégica de produtos naturais de organismos marinhos’.

A identificacdo e o sequenciamento do genoma de actinobactérias marinhas
demonstraram a grande capacidade metabolica destes géneros em codificar metabolitos
secundarios que sdo fontes ricas para producdo de novas drogas®, com atividades
antimicrobiana e anticancerigena’.

Os produtos naturais ciclo-celular especificos podem ser outro tipo de agente
antineoplasico importante e eficiente, e que se refere a muitos farmacos usados na
terapia clinica do cancer e que originalmente ndo sdo compostos sintéticos. Dentre
alguns produtos naturais citotoxicos, usados clinicamente no tratamento de neoplasias,
podemos citar a enzima asparaginase (L-asparagina amino hidrolase, Elspar),
particularmente em tratamento de leucemia aguda infantil “°*!, isolada de vérias

bacterias incluindo os actinomicetos, que atua pela diminuicéo catabdlica de asparagina



sérica. Nas células neoplasicas, isto provoca a inibicdo da sintese de proteinas,
resultando no bloqueio da proliferacdo celular®.

Além disso, novos antibidticos provenientes de actinobactérias marinhas estdo
sendo descobertos e proporcionam esperangas para 0 combate as cepas bacterianas
resistentes’®. O problema da resisténcia a antibi6ticos é ainda mais complicada pelo
aparecimento de cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas Multi-drogas
Resistentes (MDR), isto inclui multipla resisténcia aos aminoglicosideos, macrolideos,
fluoroquinolonas e da primeira, segunda e terceira geracdo de penicilinas e
cefalosporinas**. Além disso, nos Gltimos anos, novos agentes terapéuticos tém entrado
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na area clinica, infelizmente, com alguns efeitos secundarios e este grave problema

de salde publica requer o desenvolvimento de novos medicamentos de forma mais
eficaz, com menor impacto negativo contra o corpo e para 0 meio ambiente’**°,

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS)®, o excesso de
prescricdo e o uso indevido de antibidticos levaram a resisténcia desses diversos
patdgenos. Hoje em dia, as novas cepas resistentes aparecem mais rapidamente,
enguanto a taxa de descobertas de novos antibidticos diminuiu muito. Muitos cientistas
se concentraram em buscar novos agentes antimicrobianos, principalmente de origem
dos actinomicetos, por sua prolifera producdo de antibiéticos naturais*’, por possuirem
metabélitos secundarios ativos e por terem estruturas quimicas tnicas'®.

Os Actinomicetos ou actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas com alto teor
de G+C (guanina + citosina). S&8o conhecidos oito g@éneros: Arthrobacter,
Corynebacterium,  Nocardia, = Rhodococcus,  Streptomyces,  Mycobacterium,
Actinomyces, Bifidobacterium e Butyrivibrio. Possuem aspectos morfoldgicos e de ciclo
celular diferenciados dos demais organismos Gram-positivos. Podem ser aerobios,
microaeréfilos ou anaerébios'®. S&o caracterizadas principalmente por sua morfologia
filamentosa. Este grupo de bactérias constitui uma propor¢do consideravel dos micro-
organismos do solo (10* — 10° esporos de actinomicetos por grama de solo), onde
desempenham um papel fundamental na mineralizacdo da matéria organica®®. Um
género em destaque € o Streptomyces, de elevada ocorréncia no solo, de facil isolamento e
de grande importancia econdmica, pois produz a maioria dos antibidticos utilizados na
clinica médica, na agricultura e na veterinaria, sendo que os de uso clinico representam
cerca de 80% dos antibidticos em uso®.

A pesquisa de novos produtos que sejam eficazes contra as mais diversas

doencas € um processo continuo. A busca por novos metabolitos secundarios, oriundos



da natureza, deveria ser feita em organismos que habitem nichos ecologicos distintos e
ainda poucos explorados®. Nesse contexto, merecem destaque 0s micro-organismos da
rizosfera que se destacam como promissores de moléculas bioativas®.

Contudo, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial biotecnolégico das
actinobatérias isoladas da rizosfera de Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br, coletada na praia

de Itamaraca, litoral norte de Pernambuco.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e Isolamento

Foram coletadas duas amostras de rizosferas da Ipomoea pes — caprae (L.) R. Br da
praia de Itamaraca — PE, em sacos plasticos estéreis. Até o procedimento de isolamento,
as amostras foram mantidas sob refrigeracdo. Foram pesados 10 g de cada individuo
(amostras), os quais, foram adicionados em dois Erlenmeyers de 250 mL contendo neles
90 mL de Solucdo Salina. As misturas foram agitadas nos Erlenmeyers em mesa
agitadora de 150 rpm, durante 15 minutos, em seguida foram submetidas ao Banho -
Maria de temperatura controlada em 50 °C por 10 minutos, ainda em agitacdo manual,
esse procedimento tem como efeito liberar micro-organismos das particulas do solo*.
Esperou-se decantar por aproximadamente 5 minutos e foram iniciadas as diluicdes.
Foram realizadas diluicdes seriadas das amostras dos Erlenmeyers para 4 tubos de
ensaio, também contendo 9 mL de solugdo salina até a 10 diluic&o. Logo apés, 0.2 mL
das diluicdes 107, 10™e 10, foram inoculadas em placas de Petri contendo 20 mL dos
meios de cultura: Extrato de Malte Agar (ISP,) constituido por: extrato de malte 8,0 g,
glicose 20,0 g, extrato de levedura 4,0 g, agua destilada 1.000 mL e meio Czapeck Dox
Agar (CZ) constituido por: sacarose 30,0 g, nitrato de Sddio 3,0 g, fosfato dipotassio 1,0
g, sulfato de magnésio 0,5 g, cloreto de potassio 0,5 g, sulfato ferroso 0,01 g, agua
destilada 1.000 mL, &gar 15,0 g.

Para cada meio de cultura foram utilizadas 6 placas de Petri, 3 delas foram
plagueadas com o meio de cultura feito com agua doce e as outras 3 com 0 meio de
cultura feito com agua salina a 0,9% para as duas amostras (individuos), totalizando 24
placas. Apoés as inoculages, as placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C

durante sete dias®®. (Esquema do isolamento na Figura-1)



Analise quimica do solo

Com uma amostra do solo da rizosfera de onde foram isoladas as
actinobactérias, foi feita a analise de seus compostos quimicos no Instituto de Pesquisa
Agropecuaria de Pernambuco-IPA.

Técnica para a avaliacdo da atividade antimicrobiana

Micro-organismos teste

Os micro-organismos teste utilizados para a atividade antimicrobiana sdo cepas
contidas no Laboratério da Colecdo de Micro-organismos do Departamento de
Antibioticos da UFPE. Foram eles: Candida albicans (levedura) UFPEDA 1007,
Bacillus subitilis (Gram-positivo) UFPEDA 86 e ATCC 6633, Escherichia coli (Gram-
negativo) UFPEDA 224 e ATCC 25922, Staphylococcus aureus UFPEDA 02 e ATCC
6538 e isolado clinico do Hospital das Clinicas-PE de Staphylococcus aureus
identificado como cepa 705 UFPEDA com amplo perfil de resisténcia.

Cultivos dos micro-organismos teste

Foram preparadas suspenses microbianas a partir das culturas puras dos micro-
organismos teste. Da suspensdo obtida, retirou-se 0,1 mL para semeio com swabs em
placas de Petri contendo os meios: Miiller Hinton Agar para as bactérias e Agar
Saboraund Dextrose para Candida albicans. A levedura foi incubada na estufa de
fungos a 30° C por 24 horas e as bactérias em estufa bacterioldgica a 37°C, também por
24 horas.

Cultivos de actinobactérias em forma de “tapete”

As actinobactérias foram semeadas em estrias fechadas em toda a placa no meio
de cultura que cresceram melhor e com micélios aéreos, o0 CZ-Salino. Foram incubadas

em estufa bacteriologica a 37° C por sete dias.



Selecéo primaria em meio de cultura

A atividade antimicrobiana das actinobactérias isoladas da rizosfera foi avaliada
quantitativamente, em meio de cultura sélido, atraves da técnica do Bloco de Gelose,

que selecionou as actinobactérias com maiores atividades antimicrobianas.
Técnica do teste de bloco de gelose

Nessa técnica foram preparadas suspensdes de cada micro-organismos teste de
acordo com a escala 0,5 de MacFarland. Dessas suspensdes foram retirados 100 uL (0,1
mL) que foram semeados em estrias fechadas em toda superficie de placas contendo meio
de cultura Mueller-Hinton Agar para as bactérias e Saboraund Dextrose Agar para a
levedura, até formar um “tapete”. Foram feitos blocos de gelose circulares de 6 mm de
didmetro com auxilio de um furador especializado e transferidos para placas de Petri
com os tapetes de micro-organismos teste. As placas foram incubadas em estufas
especificas, e mantidas por 24 horas para bactérias e 48 horas para a levedura. Os testes
foram realizados em triplicata e os resultados obtidos pela média aritmética dos
didmetros dos halos de inibigdo formados ao redor de cada bloco®, que foram medidos

em mm com uma régua. (Esquema do bloco de gelose na figura-2)
IDENTIFICA(;AO DAS ACTINOBACTERIAS

Para identificar as actinobactérias utilizou-se a técnica de microcultivo. Nessa
técnica o micro-organismo foi cultivado em meio de cultura ISP-2, foram feitas estrias e
nelas inseridas trés laminulas com inclinacdo de 45° em cada estria e a placa foi
incubada a 30°C por 21 dias®’. Essa técnica tem como objetivo, fazer com que as
estruturas morfoldgicas através dos micélios crescam sobre as laminulas, para que
possam ser observadas ao microscopio. A cada sete dias, uma laminula foi retirada para
observacao da formacéo da cadeia de esporos - espordforos - a0 microscopio optico em
objetiva de 40x. Trés actinomicetos foram identificados, dois deles correspondem ao
género Streptomyces sp. e um do género Nocardia sp. O género Streptomyces sp.
apresenta cadeias de esporos em forma espiralada, o género Nocardia sp. tem unidades

cocoides ou em forma de bastonetes em seus filamentos.



FERMENTACAO DA ACTINOBACTERIA

Foi feita a fermentagdo da actinobactéria A94CZN(1)10™ pertencente ao género
Nocardia sp. que teve a melhor atividade antimicrobiana contra o S.aureus com amplo

perfil de resisténcia.

METODOLOGIA DA FERMENTACAO

A fermentagdo realizada foi do tipo sélida, em que foram feitos tapetes da
actinobactéria no seu meio de melhor crescimento, o Czapeck Dox Agar (CZ) com agua
salgada a 0,9% de NaCl, e depois incubados em B.O.D. (Biological Oxygen Demand)
durante sete dias. Dos tapetes, foram retirados 20 plugs do actinomiceto e com esses
plugs foram feitos pré-indculos em Erlenmeyers de 250 mL contendo neles 100 mL de
meio de cultura liquido ISP, também com &gua salgada, esses indculos foram
submetidos a agitacdo de 120 rpm por 48 horas. Depois de passado esse periodo de
rotacdo, em Erlenmayer de 500 mL contendo o meio sdlido de arroz (90g de arroz
parbolizado e 90 mL de agua destilada) autoclavados por 40 minutos, foi adicionado o pré-
indculo (10mL) e incubados em B.O.D. (Biological Oxygen Demand) a 30°C por 21 dias®.

TESTES PARA ANALISE PRELIMINAR DE COMPOSTOS
QUIMICOS DA ACTINOBACTERIA FERMENTADA

Os testes preliminares para identificacdo dos compostos quimicos da
actinobactéria A94CZN(1)10™ pertencente ao género Nocardia sp, foram realizados em
cromatografia de camada delgada (CCD) no Laboratério de Farmacognosia da

Universidade Federal de Pernambuco. (Tabela-3)



METODOLOGIA PARA DETECCAO DA ENZIMA
ANTITUMORAL L-ASPARAGINASE PRODUZIDA POR
MICRO-ORGANISMOS

O experimento foi realizado com o teste rapido em placa, para rastreio de L-
asparaginase — in vitro - onde foi preparado 0 meio M-9 modificado produzido com g/L
de NaHPO,42H,0 (6.0); KH,PO4 (3.0); NaCl (0.5); CaCl, 2H,0 (0.014); MgSO,4 7H,0
(0.5); Glicose (2.0); L-asparagina (5.0); Vermelho fenol (0.09) e agar (17g/L) . Depois
de vertido o meio de cultura nas placas, foi feita uma estria com as actinobactérias e as
placas foram incubadas em estufa B.O.D. (Biological Oxygen Demand) durante sete
dias. No meio de cultura foi utilizado o corante vermelho de fenol como indicador da
mudanca de pH, ocasionada pela clivagem da L-asparagina em acido aspartico, de

laranja para rosa®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ISOLAMENTO DE ACTINOBATERIAS

Da rizosfera da planta Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br, nativa do litoral norte de
Pernambuco, da praia de Itamaraca, foi possivel quantificar 212 unidades formadoras de
coldnia provenientes das diluicdes 10°, 1010 (Tabela-1) . Dessas 212 UFCs, 81
foram isoladas (Figura-3).

Vérios actinomicetos ja foram isolados a partir de amostras marinhas
28293031 dentre elas, um total de 98 actinomicetos foram encontrados em sedimentos
marinhos na Baia de Bengala, india®* e outros pesquisadores isolaram 21 actinomicetos
de amostras de solo das margens dos mares de Royapuram, Muttukadu e
Mahabalipuram, Asia®*. Em outro estudo realizado, foram isoladas um total de 54
actinobactérias marinhas a partir de esponjas marinhas coletadas em aguas rasas do Mar
da China Meridional®. Esses nimeros indicam que o ambiente marinho é um rico
habitat de actinomicetos diversificados e com possiveis potenciais biotecnolégicos.

Com os resultados de ndmeros de unidades formadoras de coldnias nesse
isolamento, pode-se observar que o melhor meio de cultura para as actinobactérias da
rizosfera da planta Ipomoea pes-caprae, ¢ 0o Czapeck Dox Agar (CZ) feito com &gua
salina. Em pesquisa de actinobactérias em regido entre- marés da Ilha do Mel, Parana-



10

Brasil, foram isolados 116 actinomicetos através desse mesmo meio de cultura com
agua doce e salgada. Esse meio de cultura é bastante rico em sais e deve se aproximar

mais do ambiente natural em que eles vivem®.

ANALISE QUIMICA DO SOLO

Os resultados obtidos da anélise em cmolc/dms? foram: pH (H,0): 7.60, Célcio:
1.15, Magneésio: 0.90, Sédio: 1.00, Potassio: 0.26, Aluminio: 0,00, Hidrigénio: 7.83.

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para avaliar a atividade antimicrobiana, foi escolhido pelo menos um
representante de grupos de extrema importancia clinica, causadores comuns de
infeccOes, para ser micro-organismo teste, dos Gram-positivos usou-Se 0
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e outra cepa com amplo perfil de resisténcia isolada
do Hospital das Clinicas — PE. No teste padrdo de sensibilidade para esse micro-
organismo problema, foram utilizadas trés drogas padronizadas para testar atividade
contra S. aureus resistente*®, foram elas: vancomicina que formou halo total de 19 mm,
norfloxacino que apresentou halo parcial de 32mm e oxacilina que apresentou um poder
minimo de inibicdo da bactéria, com uma area de 12mm.

Foram isolados 81 actinomicetos e com 29 desses micro-organismos, foi
realizado o teste de atividade antimicrobiana. Das 29 actinobactérias testadas 62%
(18/29) apresentaram atividade contra pelo menos um micro-organismo teste na técnica
do bloco de gelose. Apresentaram atividade de 27,5% (8/18) para o S.aureus (02)
ATCC 6538, 24,1% (7/18) para S. aureus (705) cepa resistente, 62% (18/29) para o
Bacillus subtilis ATCC 6633, e apenas 3,44% (1/18) apresentaram atividade para
Candida albicans UFPEDA 1007 e mais 3,44% (1/18) para Escherichia coli ATCC
25922. (Tabela-2)

Dentre esses resultados, duas actinobactérias a A2CZS(1)10®° e 93CZN(1)*”
apresentaram halo de inibicdo parcial, uma para o S.aureus (02) ATCC 6538 e outra
para S. aureus (705) cepa resistente, isso pode indicar que, os antibiéticos produzidos
por eles podem ser bacteriostaticos. Em estudo realizado com actinomicetos isolados de
linquens, também de ambiente marinho, no qual trabalharam com 337 isolados de

actinobactérias, encontraram atividade antimicrobiana somente em 27% deles, sendo
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que a atividade mais frequentemente encontrada foi contra bactérias Gram-positivas
(23%), contra Candida albicans (10,7%) e a menor atividade foi contra bactérias Gram-
negativas (6,5%)%. Em decorréncia da natureza complexa da parede celular das
bactérias Gram-negativas, essas sao mais resistentes a acdo de antibioticos, que ndo sao
capazes de atravessar efetivamente a barreira lipidica da camada externa dessas
bactérias. Trabalhos com actinobactérias com atividade frente a bactérias Gram-
positivas tem sido frequentemente publicados, no entanto com atividade contra Gram-
negativas e fungos, o nimero de publicaces tem sido inferior®".

Os actinomicetos isolados da rizosfera da Ipomoea pes-caprae que foram
testados para atividade antimicrobiana, apresentaram maiores quantidades de halos
significantes (maiores que 15mm) para 0s micro-organismos do grupo dos Gram-
positivos. Chama-se atencdo para o S.aureus com amplo perfil de resisténcia. A
actinobactéria A94CZN(1)10™ do género Nocardia sp. deu um halo de inibicdo de
23mm para esse micro-organismo (Figura-4), podendo evidenciar que o antibidtico
produzido por ele pode ser uma forte arma contra as cepas resistentes a antibioticos que
ja estdo no mercado e que ndo sdo mais eficazes para combater infeccGes causadas por
bactérias resistentes.

Em estudo de um Streptomyces (BT-408) isolado de sedimentos da Baia de
Bengala em oceano da india, para avaliacdo de sua atividade contra S. aureus resistente
a meticilina, constatou que essa actinobactéria conseguiu area de inibicdo de 20mm* e
na pesquisa realizada com as actinobactérias isoladas da regido entre-marés da ilha do
mel, PR, Brasil, das 116 actinobacterias isoladas 79 delas possuiam atividade
antimicrobiana e a maioria dos isolados de actinobactérias apresentou atividade contra
bactérias patogénicas Gram-positivas. Destas, destaca-se o isolado AD 3B 17, que
apresentou atividade contra S. aureus (ATCC 25923) com perfil de resisténcia®. Esses
resultados corroboram para enfatizarmos que o ambiente marinho apresenta uma ampla
diversidade de actinobactérias e com importantes atividades antimicrobianas. Podem ser
usadas biotecnologicamente como antibidticos, podendo resolver muitas infecgdes
causadas por bactérias super resistentes, o que hoje a cada dia crescem e assustam a

salde publica mundialmente.
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IDENTIFICACAO DAS ACTINOBACTERIAS

Trés actinomicetos foram identificados, dois deles correspondem ao género
Streptomyces sp. e um do género Nocardia sp. O género Streptomyces sp. apresenta
cadeias de esporos em forma espiralada, o género Nocardia sp. tem unidades cocoides

ou em forma de bastonetes em seus filamentos.

ANALISE QUIMICA PRELIMINAR DE COMPOSTO QUIMICO
DA ACTINOBACTERIA A94CZN(1)10"

Nos testes cromatograficos para identificacdo de metabdlitos quimicos com
possiveis atividades antibioticas do actinomiceto de melhor resultado antimicrobiano,
foi encontrado o grupo dos monoterpenos (Figura-5), que sdo compostos derivados dos
terpendides que constituem uma grande variedade de substancias vegetais, e esse termo
é empregado para designar todas as substancias cuja origem biossintética deriva de
unidades do isopreno 9. Os compostos terpénicos mais frequientes nos dleos volateis sao
0S monoterpenos e 0s sesquiterpenos. O monoterpenos podem, ainda, ser divididos em
um subgrupo aciclico (linalol 11, geraniol 12), que inibem o crescimento de varias
bactérias e fungos, devido a compostos fendlicos, aldeidos e alcodis, tendo um alto
poder anti-séptico*’. No estudo de uma actinobactéria do género Streptomyces sp.
também de ambiente marinho, como nova fonte de substancia bioativa e com atividade
antimicrobiana, também foi identificado o grupo dos terpenos, incluidos os compostos

monoterpénicos™®.

RESULTADO E DISCUSSAO DO TESTE PARA A ENZIMA L-
ASPARAGINASE

O teste foi realizado com 27 actinobactérias e 85% (23/27) apresentaram
producdo da enzima L-asparaginase. Resultando positivo a mudanca da cor do meio M-
9 de laranja para rosa (Figura-6), por completo no meio ou nas margens do micro-
organismo crescido, apenas 4 dos 23 positivos tiveram mudanca de coloragdo nas

margens do micro-organismo (Figura-7).
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Em analise de producéo da enzima L-asparaginase por actinomicetos isolados de
16 amostras de rizosferas de planta medicinal tailandesa, de 445 isolados, 30 deles
apresentaram producéo dessa enzima*’. Em outro estudo que verificou a producdo de
enzima L-asparaginase de diferentes estirpes de Escherichia coli isoladas de aguas
residuais, uma das bactérias que mais produzem essa enzima, do total de 35 isolados,
apenas 10 (28%) delas apresentaram producéo de L. asparaginase*e em outra pesquisa
foram testados 10 isolados marinhos indianos de actinobactérias, apenas trés deles

apresentaram producéo da enzima®®.
CONCLUSOES

e Foram isoladas 81 amostras de actinobactérias que cresceram em meios de
cultura preparados tanto com &gua doce, quanto com agua salgada;

e 29 actinobatérias fora testadas para avaliar 0s seus potenciais antimicrobianos,
em 18 delas foi averiguada a atividade antimicrobiana para pelo menos um
micro-organismo teste.

e Os resultados evidenciaram que, dos 29 testados, 62% (18/29) apresentaram
atividade contra pelo menos um micro-organismo teste. Apresentaram atividade
de 27,5% (8/18) para o S.aureus (02) ATCC 6538, 24,1% (7/18) para S. aureus
(705) cepa resistente, 62% (18/29) para o Bacillus subtilis ATCC 6633, e apenas
3,44% (1/18) apresentaram atividade para Candida albicans UFPEDA 1007 e
mais 3,44%(1/18) para Escherichia coli ATCC 25922.

e Na andlise de producdo de enzima antitumoral L-asparaginase, 27 isolados
foram testados e 23 (85%) deles possuem o poder de produgédo dessa enzima.

e A partir de analises microscopicas e macroscépicas foram identificados géneros
de actinobactérias Streptomyces sp. e Nocardia sp.

¢ Na analise de compostos quimicos através de cromatografia de camada delgada
da actinobactéria com melhor resultado, a A94CZN(1)10™ do género Nocardia
sp. foram identificados monoterpenos, que segundo a literatura, possuem
compostos com atividade anti-séptica.

e Dentre os resultados a actinobactéria que representou o melhor resultado
antimicrobiano e também possuem Otima producdo de L-asparaginase foi a
A94CZN(1)10™* que conseguiu inibir com um halo de 23mm o S.aureus

resistente isolado do Hospital das Clinicas de Pernambuco.
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ANEXO

Figura 1: Esquema de como foi feito o isolamento das actinobactérias com as amostras de solo (rizosfera).

Coletadas duas Pesou-se 10g Foram adicionadas Agitagdo a 150
amostras de de cada em Erlenmeyers com RPM por 15
rizosfera amostra 90 mL de solugdo minutos

salina

0,2 mL das diluicdes Diluigdo seriada Aquecimento em
,10‘3 a 105 foram com solugdo ‘ banho — Maria por
‘ inoculados em meios salinade 1:9 de 10 minutos a 50° C
de cultura 101a10°
ISP2 e CZ. com As placas foram Foi feito o
4gua e i 4gua incubadas em isolamento das
doce estufade 37° C coldnias
por 7 dias. crescidas

Figura 2: Esquema de como foi realizado o teste do bloco de gelose com os “tapetes” feitos com as
actinobactérias e as suspensfes com 0s micro-organismos teste.

Q 7dias/30

semeio de actinobactéria tapete crescido

s

patégeno meio especifico tranferéncia do bloco leitura do halo de
MH/SAB de gelose (6 mm) Inibicéo
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Tabela 1- Nameros de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC/mL) por mL, meios de cultura,
diluicdes e individuos.
N° de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC/mL) por placa

Meio de cultura

ISP,-salino
ISP,-salino
ISP,
ISP,-salino
CZ-salino
CZ-salino
Ccz

Ccz

Ccz
CZ-salino
Subtotal:
Total: 212

Figura-3: placa do isolamento. Meio: Czapeck Dox Agar - salino, amostra 2 e diluicdo 1073,

Diluicéo

10
10™
10°
10°
10°
10™
10™
10°
10®
10°

Individuo 1

3
4
3
14
11
20
22
23
17
1
118

0
5
5)
2
5

18

6

28
94

Individuo 2
13
12

Tabela 2: Média dos halos de inibicdo em mm para cada micro-organismos teste. DPR: Desvio padrao relativo.
S.aureus*: cepa resistente a antibidticos.

Actinobactérias

A31CZN(2)10°
A34CZN(2)10°
AB3CZN(2)10°
A94CZN(1)10™

S.aureus
(02)

14

11,66
12,66
20,66

Halos de inibigdo em mm do Teste Antimicrobiano

DPR

0.0
0.0
0.0
0.1

S.aureus*

(705)

0.0
0.0
0.0
23,66

DPR

0.0
0.0
0.0
0.1

B.subitilis
(86)

16
13,66
18,33
26

DPR

0.0
0.0
0.0
0.0

E.coli
(224)

0.0
0.0
0.0
0.0

DPR

0.0
0.0
0.0
0.0

C.albicans
(2007)

0.0
0.0
0.0
0.0

DPR

0.0
0.0
0.0
0.0
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A2CZS(1)10°
A93CZN(1)107°
A50CZS(1)10™
A37CZN(2)10°
A55CZS(2)10°
A5CZS(1)10°
AB5CZS(2)10°°
A122CZN(1)10*
A202CZS(2)10°
A120CZN(2)10™
A2081SP,-S(2)10°°
A119CZN(1)10*
A1801SP,-S (1)107
A101CZN(1)10™

23,33
14
20,66
17
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.4
0.1
0.1
0.1
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

13,66
15,66
15,33
15,66
11,33
13
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
0.1
0.0
0.0
0.1
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

23,66
29
18
18,33
11,33
28,66
14
17
20,33
28
13,66
18,33
28,33
19

0.1
0.2
0.1
0.2
0.0
0.3
0.0
0.0
0.1
0.3
0.3
0.0
0.1
0.2

0.0
0.0
15,66
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
0.1
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

21,66
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.2
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Figura-4: Halo de inibicdo formado

pela actinobactéria A94CZN(1)10 para S.aureus (705) resistente.
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Tabela-3: Testes cromatograficos realizados para a analise preliminar de compostos quimicos da
actinobactéria A94CZN(1)10-4.

Identificacao Padrao Eluente Revelador | Resultado
Triterpenos e B — citosterol 9:10 —de Liberman NEGATIVO
esterodides tolueno e
acetato de efila
Monoterpenos e Timol 97:3 —de 19- H;504 a 5% POSITIVO
sesquiterpenos tolueno e 20- Vanelina
acetato de etila sulfarica
Alcaloides Pilocarpina 100:11: 11:27 - Dragfort NEGATIVO
de acetato de
etila, acido
férmico, acido
acético e agua
Cumarina, Rutina 100:11: 11:27 — | NEU (Reagentes NEGATIVO
flavonoides, 36 Scatats de de produtos
fenilpropandides naturais) com
e derivados etila, acido adicdo de PEG
linamicos (Polietilenoglicol)

acético, acido

formico e agua

e Revelador para
polifendis geral:
FeCls (cloreto
férrico)

Figura-5: Placa de cromatografia com verificacgdo de monoterpenos no extrato "A"

A94CZN(1)10™,

da actinobactéria
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Figura-6: Resultado positivo para producdo de L-asparaginase, meio de cultura cor rosa. Meio de
cultura cor laranja, resultado negativo.

Positivo: produz L-aspare ek Negativo: Ndo produz L-asparaginase

Figura-7: Micro-organismo com producdo parcial da enzima L-asparaginase. Mudanca de coloragdo apenas
nas margens da actinobactéria crescida.
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