Research, Society and Development, v. 11, n. 16, e450111638237, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38237

Prospeccao de antimicrobianos de actinomicetos isolados do trato intestinal de

besouros (Insecta: Coleoptera)

Antimicrobial prospecting of actinomycetes isolated from the intestinal tract of beetles (Insecta:
Coleoptera)

Prospeccion antimicrobiana de actinomicetos aislados del tracto intestinal de escarabajos (Insecta:

Coleoptera)

Recebido: 20/11/2022 | Revisado: 04/12/2022 | Aceitado: 05/12/2022 | Publicado: 14/12/2022

Thais Karoline de Sousa Rodrigues
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7982-7371
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail: thaiskarolyne2522@gmail.com
Maxwel Adriano Abegg

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0328-1122
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail: maxabegg@gmail.com

Jodo Lucas da Silva Rufino

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8547-5280
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail: jjodo_lucas2018@outlook.com
Monique Antunes Negreiros

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6428-1460
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail: moniqueantunes39@gmail.com

Resumo

A resisténcia microbiana é um problema global e consequentemente se faz necessario a busca intensiva por novos
agentes antimicrobianos e antifingicos de fontes naturais, através da exploracdo de novos nichos e habitats. Os
besouros da familia Passalidae vivem e se alimentam de madeira em decomposicéo e seus intestinos séo ricamente
colonizados por diferentes micro-organismos. Os actinomicetos representam uma das classes importantes de bactérias
por sua capacidade de produzir uma ampla gama de metabdlitos secundarios. Foi isolado 103 cepas de actinomicetos.
Seguindo para os testes de atividade antimicrobiana preliminar com o método de difusdo agar sendo selecionados
cinco melhores para testes posteriores. Foi realizado fermentaces liquida com caldo de amido caseina e CZAPEC e
meio sélido com &gar batata-dextrose e amido. Ao final dos processos fermentativos, os cultivos foram submetidos a
extracdo em acetato de etila, com a obtencdo dos extratos brutos, o material foi filtrado, concentrado e seco, e
calculado os rendimentos. Os extratos foram analisados quanto a atividade antimicrobiana, antifingica e quanto a
concentragdo inibitéria minima pela técnica de microdilui¢do. Foi realizada cromatografia em camada delgada CCD
na proporcdo cloroformio metanol (70:30) para avaliar a complexidade das amostras. Em seguida o extrato bruto da
cepa BA16.2.1foi selecionado como mais promissor e seguiu para purificacdo e isolamento de fragdes ativas em
HPLC preparativa em MS/MS. Atraveés deste estudo espera-se obter fragfes ativas e identificadas quanto a sua
atividade antimicrobiana e antifungica.

Palavras-chave: Besouros passalidae; Actinomicetos; Atividade antimicrobiana.

Abstract

Microbial resistance is a global problem and consequently it is necessary to intensively search for new antimicrobial
and antifungal agents from natural sources, through the exploration of new niches and habitats. The beetles of the
Passalidae family live and feed on decaying wood and their intestines are richly colonized by different
microorganisms. Actinomycetes represent one of the important classes of bacteria for their ability to produce a wide
range of secondary metabolites. 103 strains of actinomycetes were isolated. Moving on to the preliminary
antimicrobial activity tests with the agar diffusion method, the top five being selected for further testing. Liquid
fermentations were carried out with casein starch broth and CZAPEC and solid medium with potato-dextrose and
starch agar. At the end of the fermentation processes, the cultures were subjected to extraction in ethyl acetate,
obtaining the crude extracts, the material was filtered, concentrated and dried, and the yields were calculated. The
extracts were analyzed for antimicrobial and antifungal activity and for the minimum inhibitory concentration using
the microdilution technique. CCD thin layer chromatography was performed in the chloroform methanol ratio (70:30)
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to assess the complexity of the samples. Then the crude extract of the BA16.2.1 strain was selected as the most
promising and proceeded to purification and isolation of active fractions in preparative HPLC in MS/MS. Through
this study it is expected to obtain active and identified fractions regarding their antimicrobial and antifungal activity.
Keywords: Passalidae beetles; Actinomycetes; Antimicrobian activity.

Resumen

La resistencia microbiana es un problema global y, en consecuencia, es necesario buscar intensamente nuevos agentes
antimicrobianos y antiflngicos de fuentes naturales, mediante la exploracion de nuevos nichos y héabitats. Los
escarabajos de la familia Passalidae viven y se alimentan de madera en descomposicion y sus intestinos estan
ricamente colonizados por diferentes microorganismos. Los actinomicetos representan una de las clases importantes
de bacterias por su capacidad para producir una amplia gama de metabolitos secundarios. Se aislaron 103 cepas de
actinomicetos. Pasando a las pruebas preliminares de actividad antimicrobiana con el método de difusion en agar, se
seleccionaron los cinco primeros para realizar mas pruebas. Las fermentaciones liquidas se realizaron con caldo de
caseina-almidén y CZAPEC y en medio sdlido con patata-dextrosa y agar almidén. Al finalizar los procesos de
fermentacion, los cultivos se sometieron a extraccion en acetato de etilo, obteniendo los extractos crudos, el material
se filtrd, concentrd y secd, y se calcularon los rendimientos. Se analizé la actividad antimicrobiana y antifingica de
los extractos y la concentracion inhibitoria minima mediante la técnica de microdilucién. La cromatografia de capa
fina CCD se realiz6 en la relacion cloroformo metanol (70:30) para evaluar la complejidad de las muestras. Luego se
selecciond el extracto crudo de la cepa BA16.2.1 como el mas prometedor y se procedidé a la purificacion y
aislamiento de las fracciones activas en HPLC preparativa en MS/MS. A través de este estudio se espera obtener
fracciones activas e identificadas en cuanto a su actividad antimicrobiana y antifingica.

Palabras clave: Escarabajos passalidae; Actinomicetos; Actividad antimicrobiana.

1. Introducéo

A resisténcia microbiana é um problema global e consequentemente se faz necessario a busca intensiva por novos
agentes antimicrobianos de fontes naturais, através da exploracéo de novos nichos e habitats (Arora et al., 2018).

As actinobactérias possuem um extenso metabolismo secundario e produzem uma grande variedade de compostos
bioativos, incluindo antivirais, antibacterianos, antiflngicos, anticancerigenos, anti-helminticos, imunossupressores e
antioxidantes (Barka et al., 2016; Ser et al., 2017).

Entre os metabolitos secundérios produzidos por actinomicetos estdo os compostos com atividade antimicrobiana que
podem atuar no tratamento de doencas infecciosas. O uso indiscriminado e excessivo desses antimicrobianos leva ao
desenvolvimento de microrganismos resistentes, tornando-se uma ameaga a sadde publica, o que contribuem para efetivacao de
estudos que direcionem a descoberta de novos antimicrobianos (Alvan; et al., 2011).

Na Amazénia brasileira ha poucos estudos com actinomicetos isolados de plantas e de solo, podendo citar o trabalho
realizado por (Suela Silva et al., 2013) e (Silva et al., 2016), ndo encontrando nenhum trabalho relacionado ao isolamento de
actinomicetos do intestino de besouros, o que demonstra a importancia de estudo com esses microrganismos amazonicos.

Pretende-se explorar particularmente essas bactérias associadas com contelido intestinal de besouros passalideos
(Coleoptera) que se alimentam principalmente de apodrecimento madeira e passam a maior parte de suas vidas dentro de
troncos podres (Reyes-Castillo, 1970; Boucher, 2005). A prospeccdo de micro-organismos a partir de diferentes nichos
biologicos pode favorecer o isolamento de novas cepas e que, eventualmente possam ser produtoras de antibioticos ainda nao
descritos.

Os micro-organismos apresentam uma grande vantagem para a producdo de compostos de interesse comercial devido
ao fato de serem cultivados em grandes escalas e seus compostos facilmente purificados. Embora na literatura ja se tenha
conhecido resultados realmente admiraveis envolvendo os actinomicetos, estes relatos ndo esgotam nem de longe frente aos
beneficios cientificos que estdo por ser descobertos. E evidente que, no Brasil, um nimero maior de pesquisadores deve ser
formado, néo sé para estudar as espécies ja conhecidas, como também toda a biodiversidade ainda explorada, principalmente

nas regides de clima tropical como a Amazonia (De Oliveira Martins et al.,2021).
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A busca por novos antibiéticos através de actinomicetos é promissora e a proposta deste trabalho é de investigar
novos grupos de actinomicetos isolados a partir de novos habitats, como fontes de novos metabdlitos secundarios bioativos
candidatos a farmacos.

2. Metodologia

O estudo foi realizado com a coleta de 35 besouros em trés pontos da floresta amazonica: no Campus Il da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), no Km 260 da rodovia AM-010 (S03°05.654° W058°27.464"), no ramal da
comunidade Sol Nascente (S03°01.045* W058°28.830° e no aeroporto (S3° 7' 35" W 58° 28" 54") ambos no municipio de

Itacoatiara — AM. Com o isolamento 102 actinomicetos do trato intestinal de besouros.

2.1 Isolamento e conservacgao de actinomicetos

Os besouros foram mantidos em placas de petri estéreis por 3 dias, sem alimentacdo, depois congelados e submetidos
a disseccdo. Segundo (Suh & Blackwell, 2004), manter as espécies sem alimento auxilia na eliminagdo de alguns organismos
contaminantes que possam ser eventualmente isolados do intestino. Em seguida, foi feita uma desinfeccdo superficial dos
insetos por submersdo em etanol 70% (5 min), gua sanitaria (5 min) e agua estéril (10 min) antes da remogdo do intestino.
Uma aliquota de &gua estéril (100uL) foi semeada em meio ZSSE segundo (Zhang, 2011): (5g de amido soltvel, 1g KNO3,
1000mL de extrato de solo, 10g de agar, acrescido de bifenil 50 mg/mL) como controle negativo.

Os intestinos foram removidos assepticamente com auxilio de estereomicroscopio em cabine de seguranca bioldgica.
Apo6s a dissec¢do, o intestino grosso dos insetos foi cortado em trés segmentos com bisturi estéril e esmagados com auxilio de
uma pinga em microtubos de 2mL estéreis contendo 100uL de solugdo salina 0,9% e este macerado foi espalhado em meio
agar ZSSE. As culturas foram incubadas na estufa microbioldgica & 30°C de 7 a 14 dias.

Em seguida as col6nias foram purificadas pelo método de estrias por esgotamento em placas contendo o meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA) com amido, sendo um 6timo meio de padrdo de crescimento e conservacio destes
microrganismos.

Para a preservacéo, os actinomicetos isolados foram mantidos em tubos de ensaios contendo meio de cultivo BDA

com amido e glicerol em uma temperatura de -4°C.

2.2 Atividade antimicrobiana preliminar

Foi realizado o teste de difusdo em &gar seguindo a técnica de Kirby-Bauer modificado (Bauer et al., 1966) para
verificacdo da atividade antibacteriana e antiflngica dos isolados de actinomicetos. As bactérias foram cultivadas em meio
Agar Miieller-Hinton (AMH) a 37°C, e para os fungos o meio Levedura Peptona Dextrose (YPD) a 28°C, por 24 horas. As
cepas testes foram fornecidas pela Laboratério de Diversidade e motilidade- ICET/UFAM. Inicialmente no cultivo do
microrganismo isolado em meio de cultura BDA com amido. Apo6s dez dias de incubagdo a 28° C, foi realizado blocos de agar
circulares de 6 mm de didmetro nos isolados purificados, que foram transferidos para as placas contendo meio (AMH) e
(YPD), previamente inoculadas com os microrganismos teste respectivamente: Escherichia coli ATTC25922, Salmonella sp.
ATCC2890, Staphylococcus aureus ATCC9040, Candida albicans ATCC 6258 e Candida parapsilosis ATCC 22014.

Foi utilizada uma suspensdo de células padronizadas dos microrganismos teste para bactérias e fungos. Foi realizada
na determinacao da densidade dptica (OD) de 600nm. A suspensédo padrdo para 0s microrganismos selecionados foi 0,02 para a
suspensdo de Salmonella sp., Escherichia coli, 0,05 para suspensdo de Staphylococcus aureus, e 0,02 para suspensdo de

Candida albicans e Candida parapsilosis. O teste foi realizado em duplicata para todas as linhagens isoladas. As placas foram
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incubadas a 37°C por 24 horas. Ap6s o periodo de incubagdo, os diametros dos halos de inibicdo de cada bloco foram medidos

(em mm) com auxilio de um paquimetro.

2.3 Cultivo em meio solido

Com base na triagem primaria foi realizada a fermentacdo em meio sélido para a deteccdo de atividade
antimicrobiana. As cepas selecionadas ativas foram fermentadas em placa no meio de cultivo amido caseina (SCA) e incubado
a 28 ° C por 15-20 dias. Apo6s o periodo de incubacdo o meio foi cortado e filtrado em papel de filtro com um volume igual de
acetatol: 1 (w / v) foi misturado e agitado vigorosamente em 2 h para extracdo completa. A camada orgénica coletada foi
incubada para a evaporacéo em rotaevaporador. Em seguida o extrato bruto foi pesado para demostrar a concentracdo de massa

final e seguir para investigagdo de atividade antimicrobiana em DMSO 2% (Iniyan, et al., 2017 adaptado).

2.4 Atividade antimicrobiana de extratos brutos

Os extratos brutos foram testados para atividade antimicrobiana diante do teste de susceptibilidade em discos,
seguindo protocolo de (Patel, J. B. et al.,2015) adaptado. Inicialmente, foram preparadas placas de Petri contendo o meio Agar
Mueller Hinton (MHA) e (YPD). Apos solidificacdo dos meios foram produzidas suspensfes do micro-organismo teste as
quais foram adicionadas sobre o meio de cultivo de maneira uniforme, visando a formacdo de um tapete de células. A
suspensédo foi realizada diante da determinacdo da densidade éptica (OD) a ser padronizada por meio do Espectrofotdmetro
com densidade 6ptica de 600nm. As suspensdes produzidas foram inoculadas nas placas de MHA e YPD, de maneira uniforme
formando um tapete dos micro-organismos no meio de cultivo. Ap6s indculo da suspenséo, foram adicionados 3 discos de 7
mm de didmetro contidos de 10uL (na concentragdo de 200mg/ml) dos extratos brutos. As placas foram submetidas a estufa
bacterioldgica durante 24 horas a 37°C. Apds tempo decorrido, os testes foram interpretados com base na formacéao de halo de
inibicdo dos extratos brutos sobre as suspensdes dos microrganismos testes e foram medidos (em mm) com auxilio de um

paquimetro.

2.5 Cromatografia em Camada Delgada CCD

As fracOes obtidas foram analisadas por cromatografia preparativa em camada delgada com placas de cromatografia
padrdo revestidas com silica gel 60, com indicador fluorescente F254, de acordo com a metodologia descrita em (Holkar et
al,.2013). Primeiramente, 1 mg das fracBes de interesse foram pesados e solubilizados em 1mL de metanol. A amostra
solubilizada foi adicionada a 1cm da base inferior das placas e o inéculo foi adicionado através de um tubo capilar com a
extremidade inferior cortada. Apds a aplicagdo das fragGes, as placas foram colocadas em camaras cromatogréficas de vidro,

eluidas com sistema cloroférmio: metanol 70:30 e observado em uma camara de luz UV.

2.6 Determinacéo da Concentragéo Inibitdria Minima (MIC)

A concentragdo inibitoria minima dos extratos de actinomicetos com atividade antimicrobiana foi obtida pela técnica
de microdiluigdo, utilizando microplacas estéreis de 96 pocos. Para atividade antibacteriana, 100puL de caldo Luria-Bertani
(LB) foram dispensados em todos os pocos da placa e 100uL de cada extrato na concentracdo de 2mg/mL foram adicionados
ao pogo de teste para diluicdo em série, resultando em uma concentracéo inicial de 1mg/ml. O processo de diluigdo seriada foi
realizado sete vezes, sendo homogeneizado e transferido 100uL para cada pogo, e assim sucessivamente. A droga controle
cloranfenicol 2mg/mL, foi aplicada a todos os pocos de controle positivo de bactérias, assim como metanol PA para controle
positivo de fungos. O controle negativo tinha solugcdo de DMSO 2%. %. As microplacas foram incubadas por 24 horas a 35°C,

apos esse periodo foi adicionado em cada pogo 20uL de reagente resazurina (0,15mg/mL) que indica crescimento microbiano
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guando muda a coloragdo de azul para rosa (Riss et al.,2016). Para ambos os testes, verificou-se o efeito do solvente DMSO
2% sobre a cepa microbiana, sendo realizadas dilui¢bes seriadas nas mesmas condi¢bes dos extratos. Os ensaios foram

realizados em duplicata.

3. Resultados e Discussao
3.1 Coleta de besouros

Neste estudo, foram realizadas quatro coletas em diferentes locais da UFAM, estrada do Aeroporto e Floresta
Amazédnica no Piquia. Foram coletadas 35 espécies de besouros, e a identificacdo foi realizada levando em consideracao as
diferencas na morfologia, como cor, formato da cabeca, aparelhos orais, eles foram identificados no Laboratério de

Entomologia do INPA e todos sédo pertencentes a familia Passalidae.

Tabela 1 -ldentificacdo de besouros coletados.

Familia Género Espécie NUmero de espécimes
Passalidae Veturis magdalenae 6
Passalidae Veturis sinuosus 2
Passalidae Veturis cephalotes 1
Passalidae Veturis paraenses 1
Passalidae Passalus latifrons 12
Passalidae Passalus coniferus 3
Passalidae Passalus variiphyllus 3
Passalidae Passalus abortivus 2
Passalidae Passalus amazonicus 1
Passalidae Popilius marginatus 2
Passalidae Spasalus aquina 2

Legenda: Identificagdo das espécie e quantidade de besouros encontrados na regido amazonica. Fonte: autores (2022).

3.2 Isolamento de actinomicetos

Um total de 103 colbnias de actinomicetos foram isoladas do intestino de besouros, devido a dificuldade em
identificar microrganismos somente a cepa mais promissora sera realizada a identificacdo pela metodologia molecular. As
coldnias isoladas mostraram as caracteristicas macroscépicas pelo aspecto de tamanho, consisténcia, micélio aéreo, micélio

submerso, cor e pigmentos difusiveis tipicos de actinomicetos como mostra a Figura 1.

Figura 1 - Col6nias isoladas do trato intestinal do besouro no meio ZSSE.

-

Legenda: Placa de petri apds a semeadura do trato intestinal dos besouros com diversidade de col6nias. Fonte. autores (2022).

3.3 Atividade antimicrobiana preliminar
O teste de difusdo em agar foi realizado para detectar a inibicdo das bactérias e fungos em todas as 103 colénias
isoladas. Os resultados positivos foram medidos os halos de inibi¢do e classificados quanto ao nivel de intensidade, leve,

moderado e intenso. Leve (+): didmetro do halo de inibigdo entre 5 a 12 mm; Moderada (++): didmetro do halo de inibicdo
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entre 13 a 19 mm; Intenso (+++): didmetro do halo de inibi¢do superior a 20 mm e negativo (-): auséncia de halo. Todos os
microrganismos testados obtiveram resultados satisfatorios se destacando Staphylococcus aureus e C. parapsilosis que tiveram

27 linhagens com inibicdo intensa como mostra a Figura 2 abaixo.

Figura 2 - Inibi¢do dos microrganismos testados no método de difusdo em agar.
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52}
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Legenda: Classificagdo dos isolados testados quanto a intensidade do halo em leve (+): didmetro de inibicdo entre 5 a 12 mm; moderada
(++): didmetro inibicdo entre 13 a 19 mm; intenso (+++): didmetro de inibi¢do superior a 20 mm e negativo (-): auséncia de halo. Fonte:
autores (2022)

No estudo de (De Oliveira, 2018) ele avaliou o potencial antimicrobiano de actinomicetos do solo amazonico e obteve
um total de 153 extratos de actinomicetos, onde doze (7,84%) demonstraram atividade antimicrobiana, nove morfoespécies
com atividade antibacteriana contra bactérias positivas, cinco contra C. albicans e nenhuma contra bactérias Gram negativas,
sendo o principal género produtor de antimicrobiano Streptomyces. Contribuindo significativamente para este trabalho,
mostrando que a biodiversidade amaz6nica é rica de fontes explordveis e com potencial para produzir diferentes metab6licos
ativos.

No entanto, apenas as cinco cepas que demostraram atividade antimicrobiana superior foram selecionados para

seguirem para os testes posteriores, como podemaos observar na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2 - Atividade antimicrobiana medida pelos halos de inibigdo: +++> 20mm / ++ >13-19mm/ + > 5-12mm / -sem zona

de inibig&o.
Linhagem de Atividade antibacteriana Atividade antifingica
Actinomicetos
BA16.2.1 ++++ +++
BU11.3.1 o i
BU3321 ++ ++
BU6.1.5 +++ -
BU6.2.3 ++ -

Legenda: Cinco isolados que se destacaram quanto a atividade antimicrobiana. Fonte: autores (2022).

Esses achados corroboram com trabalhos de outros autores, como de (Santamaria,2020) os autores isolaram
actinomicetos do intestino e fezes de besouros C. welensii larvas. O isolamento de varios actinomicetos permitiu estudar sua
capacidade de produzir enzimas como: celulases, hemicelulases, amilases e proteases em condi¢des de laboratério além de

producdo de antibioticos e antifingicos que também foi examinada, e os resultados mostraram que cerca de 58% das cepas
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tinham a capacidade de produzir diferentes moléculas ativas contra bactérias Gram-positivas, contribuindo de forma
significativa para este trabalho, mostrando a potencialidade desse micro-organismo isolado de uma fonte pouco explorada.

Outro importante trabalho foi de (Chevrette et.al.,2019) que afirma que o trato gastrointestinal dos insetos permanece
um habitat amplamente inexplorado, em seus ensaios de bioatividade destaca que cepas de Streptomyces associadas a insetos
tiveram atividade antifingica significativamente maior comparado a cepas de Streptomyces de solo e cepas associadas a
plantas. E a partir de uma fracdo positiva em seu estudo com camundongos, descreveu um novo composto antifingico a
cifomicina, de um Streptomyces brasileiro (ISID311) isolado do microbiota da formiga Cyphomyrmex sp.

3.4 Fermentacao em meio s6lido

Foi selecionado 3 linhagens que se destacaram na producdo de pigmentos e seguiram para fermentacdo em meio
solido. Sendo elas BU26.3.2 (vermelho), BA16.2.1 (amarelo) e BU11.3.1 (amarelo) como podemos observar na Figura 3. As
amostras selecionadas foram concentradas, onde amostra BA16.2.1 obteve o maior rendimento com 5,7mg, seguido de
BU26.3.2 com 4mg e BU11.3.1 com 1,3mg como mostra a tabela 3. As cepas também foram testadas quanto a atividade

antibacteriana e antifingica com podemos observar os didmetros de inibigdo na Tabela 4.

Figura 3 - Amostras selecionadas A-BU26.3.2, B- BA16.3.1 e C-BU11.3.1 para fermentacdo e atividade antimicrobiana e
antifungica.

A-BU26.3.2 B- BA16.2.1 C-BUI11.3.1

Legenda: Extracdo com acetato de etila das fermentacdes em meio sélido. Fonte: autores (2022).

Tabela 3 - Rendimento dos extratos brutos da fermentacdo em meio solido.

Cadigo da amostra Peso seco (mg)
BA16.2.1 (amarelo) 5,7mg
BU26.3.2 (vermelho) 4mg

BU11.3.1 (amarelo) 1,3mg

Legenda: Extratos brutos das amostras selecionadas com pigmentos. Fonte: autores (2022)
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Tabela 4 - Resultado da atividade antimicrobiana e antiflngica dos extratos obtidos.

Codigo da amostra Atividade antimicrobiana Atividade antifungica
(didmetro de inibigéo) (didmetro de inibicéo)

BA16.2.1 (amarelo) Staphylococcus aureus- 9mm C. albicans -7mm
E.coli- 8mm C. parapsilosis- 7mm

Salmonella- negativo

BU26.3.2 (vermelho) Staphylococcus aureus negativo C. albicans- negativo
E.coli- negativo C. parapsilosis- negativo
Salmonella- negativo

BU11.3.1 (amarelo) Staphylococcus aureus- 6mm C. albicans- negativo
E.coli- 6mm C. parapsilosis- negativo

Salmonella- negativo

Legenda: Bactérias e fungos selecionados para teste de atividade antimicrobiana. Fonte: autores (2022).

3.5 Cromatografia em camada delgada CCD

Com a finalidade de estimar a composi¢do quimica dos extratos, as amostras selecionadas BA16.2.1 (amarelo),
BU11.3.1 (amarelo) e BU26.3.2 (vermelho) foram alocadas para cdmaras cromatograficas e eluidas em sistema cloroférmio:
metanol na proporcéo de 70:30, porem como é possivel observar na figura 4, ocorreu um arraste na amostra A, ndo obtendo

uma boa separacdo para avaliar a pureza das substancias isoladas.

Figura 4 - Perfil cromatografico em CCD.

Legenda: A- sem revelacdo na ordem BA16.2.1, BU11.3.1 e BU26.3.2, e B- com revelagdo em UV. Fonte: autores (2022).

3.6 Avaliacdo da atividade bioldgica em funcao dos meios de cultivo

A cepa selecionada para a avaliagdo de atividade biologica em fungdo dos meios foi a BU16.2.1. Foi cultivada em trés
meios para avaliar a atividade inibitéria, sendo eles: Caldo CZAPEC, caldo amido caseina e placas em meio BDA amido. Foi
extraida com solvente metanol e a biomassa foi ressuspensa em 2% de DMSO para teste de atividade inibitéria. A cepa se
destacou na fermentacdo em placas de BDA com amido, seus pigmentos foram produzidos e bactérias patogénicas e fungos
foram inibidos. Os pardmetros para a fermentacéo tais como tempo de crescimento, agitacdo e temperatura foram os mesmaos,
porém o comportamento do microrganismo é diferente em cada meio de cultivo devido a fonte de nutrientes de cada um, nao
apresentou producdo de pigmentos nos caldos selecionados e as zonas de inibicdo podem ser observadas na Tabela 5 e os

rendimentos obtidos foram diferente em cada meio utilizado como mostra a Tabela 6.
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Tabela 5 - Inibigdo cos microrganismos testados no método difusdo em disco.

Meios de cultivo Zonas de inibicdo do extrato BU16.2.1
Caldo CZAPEC Negativo
Caldo amido caseina Negativo
Placas em BDA amido S.aureus-6mm intensa inibicdo/ E.coli- 5mm intensa inibicdo/ Salmonella- 7mm intensa

inibicdo/ Candida albicans- 6mm moderado/ Candida parapsilosi- negativo

Legenda: Avaliacéo de atividade bioldgica em fungdo dos meios de cultivo do extrato bruto BA16.2.1 com inibicdo somente em
placas de BDA amido. Fonte: autores (2022).

Tabela 6 - Rendimento dos extratos brutos da fermentacdo em meio sélido e liquido.

Meios de cultivo Peso seco (mg)
Caldo CZAPEK 36,4mg
Caldo amido caseina 74mg
Placas em BDA amido 11516,6mg

Legenda: Extrato bruto BA16.2.1 com rendimento maior em placas de BDA amido. Fonte: autores (2022).

No trabalho de (Ouchari L. et al., 2019) os autores isolaram 163 actinomicetos do deserto de Merzouga, realizaram
analise comparativa da atividade antimicrobiana dos isolados e dividiram em 15 grupos. Relataram que 58% desses isolados
apresentaram atividade antibacteriana com inibicdo dos patdgenos testados e mostraram o quanto e importante meio de cultura
para a expressdo da atividade antimicrobiana. Este fato observado colabora com os resultados apresentados nesse trabalho,
mostrando que o escolha do meio de cultivo deve ser realizada de forma criteriosa para alcance de bons resultados. Ja que os

microrganismos se comportam diferente em cada meio de cultura.

3.7 Determinagéo da Concentragéo Inibitéria Minima (MIC)
A concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi realizada em duplicata com o extrato bruto da cepa BU16.2.1 em DMSO
2%, que variou de 5mg a 500mg. Houve resposta inibitdria somente para o fungo candida albicans em todas as concentracGes

testadas, e sem inibicdo dos patdgenos para as bactérias selecionadas como mostra a Figura 5.
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Figura 5 - Resultado da concentragdo Inibitéria Minima (CIM).
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Legenda: Demonstracdo do processo de microdiluicdo e diluicdo seriada.As bactérias foram testadas no caldo LB e o fungo no caldo YPD
nas seguintes concentragfes, 5mg, 15mg, 25mg,50mg,100mg,150mg,250mg. Fonte: autores (2022).

A CIM demonstra um potencial para producdo de antifungico por apresentar concentracdes relativamente boa para
extrato bruto, impedindo crescimento e a multiplicacdo dos microrganismos testados. A partir dos resultados das analises
bioldgicas, a cepa BA16.2.1 foi selecionada como a mais promissora para dar seguimento com analise de caracteristicas
quimicas detalhadas usando técnicas de cromatografia e espectroscopia.

Um importante trabalho foi de (Ibnouf et al., 2022) que encontrou dez compostos antimicrobianos com outras
atividades biolégicas, como anticancer, antioxidante e cosmética, que foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas GC-MS, sendo alguns desses compostos de natureza de &cidos graxos e outros hidrocarbonetos

Os resultados apresentados neste trabalho sdo preliminares e reforcam a expectativa desse estudo pois nos mostra o
quanto é importante realizar a separagdo e identificagdo quimica da substéncia ativa, podendo ser identificado um novo

composto antimicrobiano ou antifingico de uso seguro e com diferentes propriedades

4. Consideracdes Finais

Neste estudo, observou-se que meios sélidos podem garantir rendimentos de extrato satisfatérios para o isolamento de
compostos biologicamente ativos. O extrato obtido da cepa BA16.2.1 se mostrou promissor para a da seguimento para a
purificacdo e identificagcdo das substancias ativas, bem como a identificacdo molecular do actinomiceto isolado. Ressalto ainda
a importancia deste trabalho para a Amazonia, que possui uma rica e pouco conhecida biodiversidade que facilita a busca de
novos microrganismos voltados a producdo de antimicrobianos industrialmente significativos, o que pode levar a descoberta de

novas substancias.
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