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RESUMO

O surgimento de bactérias cada vez mais resistentes a medicamentos leva a constante
prospeccao e producdo de farmacos mais eficazes, de amplo espectro, baixa toxicidade e
alta especificidade. O objetivo do trabalho em questéo foi avaliar a produgéo dos antibibticos
a partir de processo fermentativo em meio semissolido, utilizando fungos filamentosos
encontrados no Bioma Caatinga, microrregido do Cariri paraibano. O fungo empregado no
experimento pertence ao género Aspergillus, nomeado CDSA71, obtido na colegdo de
fungos do Laboratério de Microbiologia do CDSA - UFCG, Sumé. O microrganismo foi
inoculado em meio de aveia e apds seu crescimento realizou-se a extracdo de seus
metabdlitos por meio de solventes. Em seguida os metabdlitos foram testados por meio do
antibiograma para a verificagdo da atividade antimicrobiana. Os fungos foram avaliados
guanto ao seu potencial em produzir compostos antimicrobianos contra bactérias Gram
negativa (Escherichia coli) e Gram positiva (Staphylococcus aureus). O antibidtico
apresentou halo inibitério de 2,42 cm e 2,25 cm em Escherichia coli e em Staphylococcus
aureus, respectivamente. ApGs o antibiograma, verificou-se que os metabdlitos produzidos
pelo fungo CDSA71 apresentou inibigdo do crescimento bacteriano contra as cepas
utilizadas.

Descritores: Metabolito Secundario. Inibigdo Bacteriana. Biotecnologia. Antibiograma.

PRODUCTION AND EVALUATION OF ANTIBIOTICS OBTAINED BY SEMI SOLID
FERMENTATION BY FUNGUS CDSA71

ABSTRACT

The emergence of increasingly drug resistant bacteria leads to the constant prospection and
production of more effective, broad spectrum drugs, low toxicity and high specificity. The
objective of the work in question was to evaluate the production of antibiotics from the
fermentation process in semisolid medium, using filamentous fungi found in the Caatinga
Biome, a microregion of Cariri - Paraiba. The fungus used in the experiment belongs to the
genus Aspergillus, named CDSA71, obtained from the fungal collection of the Microbiology
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Laboratory of CDSA - UFCG, Sumé. The microorganism was inoculated in oat medium and
after its growth the extraction of its metabolites was carried out by means of solvents. Then
the metabolites were tested by means of the antibiogram to check the antimicrobial activity.
The fungi were evaluated for their potential to produce antimicrobial compounds against
Gram negative (Escherichia coli) and Gram positive (Staphylococcus aureus) bacteria. The
antibiotic presented inhibitory halo of 2.42 cm and 2.25 cm in Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, respectively. After the antibiogram, it was verified that the
metabolites produced by the fungus CDSA71 showed inhibition of the bacterial growth
against the strains used.

Keywords: Secondary Metabolite. Bacterial Inhibition. Biotechnology. Antibiogram.

INTRODUCAO

A utilizagdo dos recursos naturais como forma de sobrevivéncia data da antiguidade.
Com o passar do tempo e advento das novas tecnologias, as técnicas de producdo de
substancias advindas da natureza avancaram de tal modo, que se tornou possivel manipular
formas microscépicas de vida, como fungos e bactérias, para fabricacdo de diversos
produtos, que vao de bebidas alcodlicas a medicamentos. A descoberta do potencial
antibacteriano apresentado por determinados microrganismos deu inicio a producado de uma
revolucionaria droga na histéria da humanidade, o antibiético. O antibi6tico € um farmaco
usado no tratamento de infeccBes causadas por bactérias, que pode ser obtido como
metabdlito secundario através da fermentacdo em meio solido, por fungos filamentosos (1).

Os fungos quando cultivados em meio de cultura apropriado podem sintetizar algumas
substéncias de interesse industrial as quais se denominam metabdlitos secundarios (1). Os
metabolitos secundarios sdo caracterizados como aqueles que ndo sdo necessarios para 0
crescimento na cultura pura. A producdo desses metabolitos pode garantir ao fungo
superioridade a outros microrganismos em um habitat concorrido, dando a esses
metabolitos efeitos tdxicos ou inibitérios em outros organismos.

Os fungos filamentosos sdo microrganismos comumente encontrados nos mais
diversos tipos de ambiente, sendo capazes de realizar fermentacdo, processo envolvendo
reagfes quimicas catalisadas por enzimas no qual a matéria organica presente no inéculo é
convertida em varias substancias. O tipo de fermentacao pode variar de acordo com o meio
em que o fungo se desenvolve, sendo dividido em sélido e liquido (2).

Sendo organismos eucaridticos, aclorofilados, os fungos se alimentam por meio de
absorcdo de nutrientes e se reproduzem de forma sexuada ou assexuada. Esse grupo de

microrganismos tem relevante importancia desde a antiguidade, e sdo muito conhecidos
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devido sua grande atuacdo em processos fermentativos. Devido a facilidade em ser
encontrado no meio ambiente, os fungos atuam de maneira essencial na degradacdo da
matéria organica, assim como na producao de alimentos e bebidas alcodlicas, na medicina e
na producao de medicamentos como os antibiéticos.

Outra caracteristica dos fungos, gque possui suma importancia, é a obtencdo dos mais
variados produtos extras e intracelulares podendo serem aplicados nos mais diversos fins,
desde a industria de alimentos até a industria farmacéutica, isso sO se torna possivel pela
capacidade que alguns fungos possuem em sintetizar certo produto dependendo do meio de
cultura em que o mesmo € submetido. Sendo assim, os produtos fungicos sdo amplamente
explorados e aprimorados pela inddstria na obtencdo de enzimas, antibidticos e outros
produtos (3).

Por possuir grande variabilidade ecolégica, fisiolégica e morfolégica, torna-se
complicado generalizar as particularidades dos fungos, tendo em vista que sdo distinguidos
em trés grupos distintos: cogumelos, leveduras e fungos filamentosos, sendo o primeiro
considerado fungo macroscépico e os dois Ultimos microscépicos. Formam um amplo e
heterogéneo reino, podendo ser encontrados em qualquer nicho ecolégico (2). No grupo dos
fungos microscopicos, 0s microrganismos mais aplicados na industria, sdo as leveduras.
Elas séo cultivadas com o propdsito de obter células propriamente ditas, 0s seus elementos
celulares e os produtos finais que ocorrem do decorrer da fermentacdo alcodlica. Os
processos fermentativos realizados em grande escala por leveduras sao responsaveis pela
producdo de alcool para utilizagdo industrial; no entanto, sdo mais conhecidas pela sua
funcdo na fabricacéo de bebidas alcodlicas (4).

Apesar de serem menos utilizados, os fungos filamentosos possuem grande aplicacdo
para a producdo de diversos metabdlitos, justamente por sua capacidade de crescer em
meios simples e de baixo custo (5). Sao utilizados em iniUmeros processos industriais como
na producdo de enzimas, vitaminas, polissacarideos, lipidios e glicolipideos. Muitos desses
fungos sdo comercializados, no mesmo passo em que outros possuem grande
potencialidade biotecnoldgica (6).

Os antibidticos sdo metabdlitos secundarios sintetizados a partir de fungos e/ou
bactérias, sédo caracterizados por possuirem a capacidade de inibir ou causar a morte de
bactérias ou fungos, podendo ser compostos naturais ou sintetizados. Sao classificados
como bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando

promovem a inibicdo do crescimento bacteriano.
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As bactérias sao organismos unicelulares, que podem ser causadores de processos
infecciosos; neste sentido, desde a descoberta desta possibilidade os pesquisadores
procuraram agentes quimicos capazes de apresentar atividade antimicrobiana. Sendo
assim, através do tempo foi se desenvolvido diversos tipos de antibiéticos, tendo progressos
gradativos ao decorrer do avanco do conhecimento cientifico. Contudo, o grande marco no
tratamento de infeccbes bacterianas se deu pela descoberta da penicilina em 1928,
evidenciando que fungos produziam substancias capazes de controlar a proliferacdo
bacteriana (7).

Dessa forma, os fungos se caracterizam como organismos com grande potencial de
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos de alto valor econdmico agregado.
Dentro dessa perspectiva, este trabalho objetiva a obtencéo de antibiéticos a partir do fungo
presente no bioma Caatinga, mais precisamente no Cariri paraibano, bem como, a avaliagdo
da sua atividade antibiética contra duas cepas bacterianas, uma Gram positiva e outra Gram
negativa (4).

METODOLOGIA

Todos os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Microbiologia,

Laboratérios de Bioquimica e Laboratérios de Biotecnologia do CDSA — UFCG.

EXTRACAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Microrganismo Utilizado

O microrganismo utilizado foi o fungo CDSA71, proveniente da colecdo de fungos da
Caatinga presente no Laboratério de Microbiologia do CDSA, tendo como parametro de
escolha as informacgdes contidas no trabalho de conclusdo de curso Bioprospeccdo de

Antibiéticos Produzidos por Fungos da Caatinga (3).

Meio de Cultura e Cultivo

Para a obtencdo dos metabdlitos secundarios foi utilizado um meio composto por 5

gramas de farinha de aveia comercial, homogeneizada em 15 ml de &gua destilada,
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autoclavada por 20 minutos a 121°C, 1 atm. O fungo citado anteriormente foi inoculado e
incubado em estufa de crescimento por aproximadamente 216 horas a 37°C. Todo o
experimento foi realizado em triplicata (ensaio 1, ensaio 2 e ensaio 3), afim de se obter uma

maior quantidade dos metabdlitos secundarios.

Extracdo por solvente

Foi adicionado em cada placa 1mL do solvente metanol para realizar a extracdo dos
metabdlitos. Em seguida os ensaios foram filtrados & vacuo, afim de se obter somente o
antibiético. Posteriormente, todos os ensaios (1, 2 e 3) foram unidos com o objetivo se obter
apenas uma amostra de antibiético. Logo apdés, a amostra ja extraida foi levada a estufa por
48h a 50°C para evaporac¢do do solvente, concentrando apenas o metabdlito.

ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O teste de antibiograma € comumente utilizado para identificar compostos com acgéo
antimicrobiana, nesta pesquisa, este teste foi realizado com duas cepas bacterianas, uma
Gram positiva (Staphylococcus aureus ATCC 6538) e outra Gram negativa (Escherichia coli
ATTC 18739). As cepas bacterianas foram obtidas pelo Professor Jean Queiroz, Laboratério
de Biotecnologia — CDSA/UFCG, conservadas em meio de Agar gel pelo método do Agar

inclinado.

Meio de cultura

O meio de cultura utilizado nos testes antibiograma foi o ADCM, conforme segue:

Agar-caseina 32,5¢g/L
Dextrose 20 g/L
Extrato de Malte 10 g/L

O meio foi fundido, distribuido em dois Erlenmeyers (500 mL) e autoclavado por 20

minutos, a 121°C, 1 atm, em seguida vertido cerca de 20mL em 4 placas de Petri.
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Preparo dos discos de Papel

Foram confeccionados pequenos discos de papel utilizados no teste antibiograma.
Posteriormente, foi adicionado em cada disco 20 pL do antibi6tico a ser testado. A fim de
comparar o potencial antibacteriano dos metabdlitos presentes no extrato, foram preparados
discos contendo cloranfenicol na concentracdo de 0,3mg/L, como controle positivo e discos
contendo apenas metanol, como controle negativo. A amostra e os controles (positivo e

negativo) foram analisadas em triplicata.

Preparo do Inéculo Bacteriano

Para a preparacao do in6culo, levou-se todo o material devidamente esterilizado para
o Fluxo Laminar Vertical devidamente assepsiado.

Foi retirada com uma alca de platina, previamente flambada, uma pequena quantidade
de bactérias, estas foram inseridas em solu¢do salina (0,9%) e homogeneizada.
Posteriormente, foi adicionado as placas de Petri ja com 0 meio ADCM e os discos de papel
contendo o antibidtico e os controles (positivo e negativo). Logo apds, as placas foram

identificadas e incubadas em camara BOD, a 37°C por 48 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao fim do processo de incubagdo do fungo CDSA71, observou-se que todas o0s
ensaios obtiveram um bom crescimento do microrganismo, ou seja, o fungo em questdo
cresceu sobre todo o espaco da placa, obtendo-se 3mL do extrato contendo o antibiético.

Na realizacdo do antibiograma, o metabdlito produzido a partir do fungo CDSA71,
apresentou boa acdo inibitéria para ambas as cepas bacterianas Escherichia coli ATCC
18739, do tipo Gram negativa e Staphylococcus aureus ATCC 6538, do tipo Gram positiva,
como apresentado na Tabela 1.

Foi analisado e medido os halos de inibicdo realizado pelo antibiético em questao, e
constatou-se que 0 mesmo apresenta halos que variam de 2,25 cm até 2,42 cm para ambas
as cepas bacterianas (Escherichia coli e Staphylococcus aureus), como mostrado na Tabela
1. Pode-se verificar também que o controle positivo efetuou uma boa acdo, como ja era de

se esperar e 0 controle negativo ndo causou nenhuma acgéo.
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Tabela 1: Apresentacédo dos halos de inibicdo verificados no antibiograma.

CEPAS
Escherichia coli Staphylococcus aureus
AMOSTRAS (ATCC 18739) (ATCC 6538)
bid 2,42 cm 2,25cm
ANTIBIOTICO (CDSA 71)
SD 0,70 cm 0,75 cm
b 2,50 cm 2,00 cm
CONTROLE POSITIVO
SD 0,71 cm 0,0cm
CONTROLE NEGATIVO 0,0cm 0,0cm

X representa média do ensaio e SD o Desvio Padrao. Fonte: Acervo Pessoal

De acordo com a Tabela 1, pode-se ver que a média do halo gerado pelo antibiético
na Gram Negativa (Escherichia coli) foi melhor que na Gram Positiva (Staphylococcus
aureus), ou seja, o antibidtico em questdo demonstrou melhor acdo em bactérias que
possuem membrana externa. Através dos dados contidos na Tabela 1, como média e desvio
padrao, é possivel observar que o metabdlito testado apresentou acdo bem semelhante ao
antibiotico controle em bactéria Gram negativa, jA que a média da amostra (2,42cm) e a
média do controle (2,50cm) foram bem semelhantes, ou seja, a agdo inibitéria da amostra e
do controle foram préximas. Em bactéria Gram positiva houve também semelhanca nos
valores observados em relagdo a média, porém houve discrepancia nos valores observados
em relacdo ao desvio, uma vez que o desvio padrdo da amostra e do controle diferem
absurdamente. Logo, o antibidtico testado efetivou acdo muito semelhante ao antibiotico
controle em Escherichia coli, porém em Staphylococcus aureus houve diferenca.

Em pesquisa semelhante, foi isolado e avaliado a atividade antimicrobiana de
metabdlitos produzidos por diversos fungos da caatinga, observou que um outro fungo e
similar ao CDSA 71, produziu uma boa atividade contra as cepas Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, ou seja, é percebido que fungos filamentosos isolados da caatinga
se caracterizam por possuirem metabdlitos secundarios contra bactérias Gram positiva e
Gram negativa (3).

Em trabalho realizado, foram testados os extratos antimicrobianos sintetizados por
fungos do género Pleurotus, verificou que a espécie Pleurotus sp. apresentou boa acdo
inibitéria das mesmas cepas utilizadas nesse trabalho (Escherichia coli e Staphylococcus

aureus), sendo que o autor utilizou os microrganismos em meio bastante nutritivo, induzindo
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assim a sintese de uma quantidade menor de antibiético devido a boa quantidade de
nutrientes no meio (8). Enquanto que no trabalho em questéo, o fungo foi inoculado em meio
de aveia, que se comporta como meio escasso de nutrientes quando comparado com outros
meios de cultura como BDA (batata, dextrose e agar), ADCM (agar, dextrose, caseina e
extrato de malte) e MEA (maltose, dextrina, glicerol, peptona, e 4gar). A aplicacédo desse tipo
de meio contendo somente aveia se deu ao fato de que é um meio pouco dispendioso e
assim acaba barateando o processo e a quantidade limitada de nutrientes acaba
estimulando o0 microrganismo a sintetizar em maior quantidade seus metabolitos
secundarios.

Dessa forma, o antibiograma provou que o antibiético produzido pelo fungo CDSA71
apresenta atividade inibitéria no crescimento da Escherichia coli, assim como da
Staphylococcus aureus.

CONCLUSAO

O fungo Aspergillus CDSA71, coletado na Caatinga, sob condigBes estimulantes,
produz antibidtico capaz de inibir o desenvolvimento das bactérias Gram Negativa

Escherichia coli e Gram Positiva Staphylococcus aureus.
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