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RESUMO

O estado do Amapa possui a biodiversidade maisecoaa e menos conhecida do Brasil,
em especial a biodiversidade microbiana de seu, solque inclui fungos, leveduras e
bactérias, como 0s actinomicetos, que sdo conhleqed seu potencial de sintese de
compostos bioativos, como o0s antimicrobianos, egste motivo, muitos destes compostos
sdo utilizados principalmente pela industria far@udica. Sendo assim, este projeto de
pesquisa realizou uma triagem de micro-organismpartr de amostras de solo da savana
amazobnica do Estado do Amapa, e isolou micro-osgaye com capacidade de sintetizar
compostos bioativos com potencial de antibiosea Fsto, colénias de micro-organismos
foram isoladas de amostras de solo em meio seletivestas foram repicadas em meios
especificos para crescimento de micro-organismaalo. Os micro-organismos isolados
foram caracterizados pela observacdo macroscopiticr®scopica das caracteristicas das
colénias e dos micélios aéreos por métodos comacoocultivo, e estes também foram
classificados como bactérias, fungos e levedutés) da descricdo da morfologia dos micro-
organismos e de seus agrupamentos atraves dagémata Gram. Foram isolados 40 micro-
organismos totais, e todos estes foram testados @atibiose em placa contra micro-
organismos-alvo para tal metodologia através dmdeetlo traco cruzado (cris-cross). Dos
micro-organismos isolados, 6 sédo bactérias Grantngms 11 Gram-negativos, 7 fungos
filamentosos e 16 leveduras, destes, 12 isoladossamaram atividade antimicrobiana
significativa no ensaio de antibiose em placa.

Palavras-chave: Antibiose; antimicrobiano; actinomiceto; biodividiede; traco cruzado;
triagem.
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ABSTRACT

The state of Amapéa has the most conserved andleastn biodiversity of Brazil, especially
the microbial biodiversity of its soil, includingurgi, yeasts and bacteria, such as
actinomycetes, which are known for their poterfoalthe synthesis of bioactive compounds
such as antimicrobial agents, and for this reas@my of these compounds are primarily used
by the pharmaceutical industry. Therefore, thiseaesh project held a screening of
microorganism on the soil samples amazonian savahtiae State of Amapa, and isolated
microorganisms capable of synthesizing bioactivenmounds with antibiosis potential. For
that, colonies of microorganisms were isolated freom samples on selective medium, and
these were subcultured in specific media for growtlsoil microorganisms. The isolated
microorganisms were characterized by macroscopicnaioroscopic observation of colonies
characteristics and the aerial mycelium by mettsaad as the microculture, and these were
also classified as bacteria, fungi and yeasts, elsas the description of the morphology of
microorganisms and their groupings by Gram stainirige total of 40 microorganisms were
isolated, and all of these were tested for antibiptate against standardized microorganisms
for such methodology by the method of crossed trémes-cross). From the isolated
microorganisms, 6 are Gram-positive bacterias, fHiGnegative, 7 flamentous fungi and 16
are yeasts, from these last, 12 isolated microssgahave showed significant antimicrobial
activity in antibiosis test plate.

Keywords: Antibiosis; antimicrobial; actinomycete; biodivessicrossed trace; screen.
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1 INTRODUCAO

Muito se fala da preservacao dos ecossistemasarsatio planeta, da conservacéo da
fauna e flora, entretanto, poucos sédo os temaseatals direcionados a conservagao ou da
alteracdo dos micro-organismos ambientais, conpratezoarios, fungos e bactérias naturais
de ambientes terrestres e aquaticos; na verdadeo @ conhece sobre eles, e menos ainda é
dada a devida importancia a eles. O impacto andliem@usado pela intensificacdo da
exploracdo agricola nem sempre recebeu a atenc@éssdeia. A auséncia de pesquisas que
gerassem conhecimento acerca do funcionamento dssigtemas e/ou planejamento
inadequado na utilizacdo das terras levou a umrqudel intensa degradagcéo ambiental, com
perda de recursos ndo renovaveis e da biodivessidaddo s6 no Brasil, como em outros
paises (SHIKI, 1997).

Alteracbes ambientais vém provocando a extingdomdéas espécies de micro-
organismos terrestres e aquaticos, além de altesagd microbiota natural dos ecossistemas.
Por isso, existe uma demanda urgente de se cordecetogia microbiana dos mais variados
biomas e ecossistemas que nos rodeiam. Além diss@ior conhecimento favorecera uma
exploracdo consciente dos potenciais econdmicasaisoe ambientais implicitos nesses
ambientes. Atualmente, existe o consenso de queessidlade microbiana esta diretamente
relacionada a estabilidade dos ecossistemas (KENNEZD9).

Muitos micro-organismos, principalmente bactériafuegos ndo patogénicos, séo
empregados comercialmente, e vem sendo utilizadosilhares de anos na producdo de
alimentos (bebidas e massas fermentadas). A inaldatmacéutica vem dando uma atencéo
em especial na producdo de compostos bioativosidgl de micro-organismos Uteis na
terapia de infec¢des — antimicrobianos (GOTTLIE®73).

Hoje, existe disponivel no mercado farmacéutico vargedade enorme de farmacos
antimicrobianos (naturais e sintéticos), que ateamdiferentes vias de agéo, portanto, sao
eficazes normalmente contra um ou poucos tipos dero+arganismos infecciosos
(DEMAIN, 2000).

O uso indiscriminado de medicamentos antimicrolsapela populacdo mundial
provocou e provoca a sele¢cao de micro-organismosando-os cada vez mais resistentes a
esses mesmos medicamentos além de tornar inef@sztgais terapias utilizadas contra eles,
uma vez que 0S micro-organismos que sobrevivem edepca de um antimicrobiano
especifico multiplicam-se, dando origem as linhageresistentes a este mesmo
antimicrobiano (BARTHet al, 2001 e OLIVEIRAet al, 2008).



Temendo a ameaca global de pandemias causadas @EOD-OMYaNiSMOS
multiresistentes aos atuais medicamentos usados eotimicrobianos, que a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) e a Sociedade Brasileirainfiectologia (SBI) divulgam a
campanha do “uso racional de antimicrobianos”, dteva facilidade de acesso a esses
medicamentos resultando na pratica comum da autoagée pela populacdo ao utilizar
esses antimicrobianos descontroladamente; alémelenquitos destes séo ineficientes contra
as infecgbes a qual sédo utilizados, ou ainda, adasses antimicrobianos se dar por periodos
muito curtos, ou longos demais, ou em doses que &énencontro as necessidades
individuais.

Possivelmente, outro fator que acarreta a resist&le micro-organismos € 0 uso
inadequado dos antimicrobianos, isso pode ocooefue a escolha do medicamento para o
tratamento de uma infecgéo é feita empiricamente vez que, normalmente, a escolha do
medicamento acontece sem o conhecimento do patagen@std causando a infecgéo, e a
decisdo é baseada na sintomatologia do pacierddreidéncia desses patdgenos no hospital
Ou na regido onde se encontra o paciente.

As primeiras observacgdes de resisténcias de migansmos datam da década de 40,
onde cientistas puderam observar o aparecimentcegas de bactérias estreptococicas,
gonocdcicas e pneumocdcicas que sobreviviam aideram sulfas (familia de antibacteriano
sintético) (STROBEL & DAISY, 2003 e COHEN & TARSKY997).

O aparecimento de micro-organismos multiresistenespecialmente bactérias e
fungos, instiga a comunidade cientifica mundialugcar incessantemente novas fontes de
antimicrobianos, o que os vem levando a pesquisasicro-organismos de solo produtores
de antimicrobianos, principalmente fungos e ceri@apos bacterianos, como 0s
actinomicetos (DEMAIN, 2000).

Havendo a necessidade de se conhecer, consertdiza s recursos naturais da
microbiota natural do solo e a urgéncia de se busmaos compostos bioativos,
principalmente antimicrobianos, que este trabal@esquisa objetivou a pesquisa de micro-
organismos bacterianos e fungicos isolados de pantwstrais do solo da savana do estado
do Amapé, e a triagem de micro-organismos com pa@kne producdo de metabolitos
secundarios com atividade antimicrobiana de inserémmacéutico.



2 JUSTIFICATIVA

Segundo Meyeet al, (1984), os antimicrobianos sao “substanciasractobianas
e/ou citostaticas extraidas de organismos vivosicipalmente de origem microbiana,
capazes de atuar como toxicos seletivos, em pegwemeentracbes matando ou inibindo o
crescimento microbiano patogénico”. Esse concditarge todas as substancias produzidas
por organismos vivos (KURYLOWICZ, 1981).

O problema da multiresisténcia de micro-organispaisgénicos foi intensificado em
paises como o Brasil, onde a populacdo tinha ploitchd automedicagédo, utilizando-se dos
antimicrobianos de maneira indevida, em dosagenmsalogia (TRESOLDEt al, 2000). A
pesquisa de novos antimicrobianos sempre contingsid tem o objetivo de combater
patégenos, bactérias e fungos naturalmente ressteou previamente susceptiveis a
desenvolver resisténcia, melhorar propriedades afeofbgicas, combater tumores, virus e
parasitas (BACHIEGAt al, 2005).

O aumento significativo na incidéncia de infeccliegjicas e bacterianas durante as
Ultimas décadas, principalmente em pacientes comeca AIDS, ou hospitalizados por
periodos prolongados em unidades de terapia inggrnsouxe a necessidade de se pesquisar
novos agentes antimicrobianos (antifingicos e act#rianos), com eficiéncia superior aos
utilizados hoje pela clinica médica (BACHIEG#& al, 2005). A pesquisa de novos
antimicrobianos produzidos por micro-organismos sdto € bastante comum em paises
desenvolvidos, e no Brasil o nUmero de pesquisst® mamo vem crescendo, uma vez que, a
maioria dos antimicrobianos de origens naturaisoélyzida por micro-organismos do solo,
em especial os do génestreptomycesjmactinomiceto (DEAN & BURCHARD, 1996).

A pesquisa com micro-organismos produtores de métad ativos com efeito
antagonico contra fungos e bactérias esta sendo e mais difundida em todo o mundo
(OLIVEIRA et al, 2010). Igualmente, estd se tornando cada vez magsa descoberta de
novos tipos de antimicrobianos, encontrando-seagpeariacdes de classes conhecidas desses
farmacos (OMURA, 1992), e dessa forma, antimicnodsapertencentes a uma mesma classe
farmacoldgica, mas que apresentam pequenas m@diéisana estrutura quimica de suas
moléculas podem apresentar afinidade por difererdé®s ativos, diferencas na
permeabilidade, ou ainda, seletividade por outipgstcelulares. Na pesquisa de novos
antimicrobianos, muitos dos novos medicamentodesfms por modificacbes nas estruturas
guimicas de antimicrobianos naturais, ou seja, yalaemissintética (DEMAIN, 2000).

Em consideragdo a crescente importancia clinibarddorial e terapéutica dispensada



as infecc¢des fangicas e bacterianas, inUmeras gasqeem sendo desenvolvidas no sentido
de obter novos farmacos naturais ou sintéticos,sgjem menos tdxicos e que apresentem
acao antimicrobiana contra linhagens de micro-asgaws resistentes (LIMA&t al, 1975).

No Brasil, assim como no restante do mundo, peasastao identificando todo ano uma

enorme variedade de compostos com acao antimic@lmhtida de micro-organismos. Por

este motivo, € de grande importancia que se fagastawlo do Amapa um levantamento da
microbiota de seu solo, e uma triagem dos micresasgnos com potencial de producéo de
compostos bioativos para antibiose, uma vez gpesquisa literaria ndo apresentou nenhum
estudo realizado sobre micro-organismos do solpudé&uer ecossistema amapaense.

A pesquisa do potencial antimicrobiano derivado foletes naturais (bactérias e
fungos) € justificavel, tendo em vista o seu baiusto (BACHIEGAet al, 2005). O solo é o
maior reservatério natural de micro-organismosyandge parte destes micro-organismos €
encontrada na rizosfera, que pode conter até duatatias de micro-organismos por hectare
(NWOSU, 2001). Bactérias pertencentes ao grupaadisomicetos ocorrem amplamente no
solo, principalmente na savana (cerrado), ondenggseham relevante papel biol6gico. A
savana é um ecossistema incomum do bioma amaz@nicAmapa possui uma pequena area
de savana amazonica nativa e pouco conhecida. B d&® savana com vegetagao nativa, a
ocorréncia das populagcbes de actinomicetos na adeden microbiana pode ser superior a
75%, com predominancia do géner8treptomyces (actinomiceto) (COELHO &
DROZDOWICZ, 1978). OsStreptomycesdentre osActinomyceteslideram a producao de
antimicrobianos e moléculas farmacologicamenteaatienquadradas em uma diversidade de
classes, como: aminoglicosidio, macrolidio, ansaotialio, beta-lactamico, peptideo,
glicopeptidio, antraciclina, tetraciclina, nucleetd, polieno e quinona (GARCIA-
QUINTANA, 1997). Hoje, sabe-se que o0 maior grup@npissor de micro-organismos
capazes de produzir antimicrobianos sao os acteeios (SANGLIERet al, 1993).

E de extrema importancia que mais estudos sejaniaitados a microbiota do solo
amapaense, em especial a do solo da savana, gaeceattantes ameacas de ocupacoes e
acOes das atividades humanas, além do fato deaasaer uma area relativamente pequena
do territério Amapaense, e ser 0 ecossistema mamigsor a descoberta de micro-
organismos com potencial de producdo de bioatiRos.estes motivos, que este projeto de
pesquisa objetiva incentivar e atrair para o Amagstjuisas direcionadas ao desenvolvimento
de novos antimicrobianos de origem natural, prathsipor micro-organismos do solo, uma
vez que o Amapa ainda mantém seu meio ambiente aomdps mais preservados do Brasil,
e possui um mosaico de ecossistemas bem distimtims stia fauna, flora e microbiota,



especialmente a do solo, com possivelmente mustaces endémicas, e pouco estudadas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Micro-organismos do solo de savanas

A savana é um dos grandes biomas do planeta emsidizde de vida, ficando atras
apenas do bioma Amazonico (AGUIAR al, 2004). O Amapa diferencia-se dos demais
Estados amazonicos por possuir dentro de sewt@riformado por ecossistemas tipicos da
Amazbnia, uma pequena area de savana distribuipajeamente em mosaico. Em estudos
de prospeccao de micro-organismos presentes naledavanas, Cuppels & Kelman, (1973)
observaram que entre as bactérias presentes, ¥fo@&mam-positivos e apenas 7% Gram-
negativos. As Gram-negativas foram classificadasocbacilos Gram-negativos anaerobios
facultativos, fermentadores e também em bacilos ecox Gram-negativos,
aerdbios/microaerofilos, ndo fermentadores. Odfa@na a atencdo é o baixo percentual de
bactérias Gram-negativos neste tipo de solo, ajpestas apresentarem grande capacidade de
realizar alteragbes quimicas, tais como metabdag/ou decomposicdo de proteinas,
celulose, herbicidas e capacidade de fixacdo degéihio (HOLDING, 1960). Em solos de
savanas com vegetacao nativa, a ocorréncia dadagdps de actinomicetos na comunidade
microbiana pode ser superior a 75%, com predomiaae génerdstreptomyce$COELHO
& DROZDOWICZ, 1978).

Na década de 80, a agricultura brasileira sofreuguamde impulso e as areas de
plantacbes se estenderam para a savana. Devidoppsigado do solo esse bioma exigia uma
grande quantidade de herbicidas, cuja aplicac&reunenuma escala de 540% entre 1978 e
1998 (Ministério do Desenvolvimento Agrario, 2006No Amapa, 0S poucos
empreendimentos industriais, silviculturas, agtimas familiares e a pratica da pecuaria vém
priorizando a ocupacdo do territorio de savanatuREcOes no solo de um ecossistema
natural através de préticas agricolas, como a ealatém resultado em desequilibrios das
populagbes na comunidade microbiana, favorecendopa@silacbes de actinomicetos
(BALDANI et al, 1982; KAMELet al, 1989; CATTELAN & VIDOR, 1990 e PEREIRAL
al., 1996). Os actinomicetos sdo micro-organismosptores de antibiose por producéo de
compostos antimicrobianos, e um aumento em sualggdminatural acaba por alterar toda a
comunidade microbiana do solo.

Segundo Duartet al.,(2001), para melhor entendimento da ecologia dasiaidades
microbianas residentes no solo, é preciso que skecam como essas comunidades estdo
estruturadas sob a prevaléncia e as mudancas dhic@e® ambientais, a comecar pela



pesquisa dos micro-organismos predominantes nestasnidades do solo.

3.2 Os actinomicetos

Os taxonomistas conflitaram por certo tempo a fesma classificagcdo dos micro-
organismos da ordemctinomycetalespois estes apresentam caracteristicas que aarorn
dificeis de classifica-los como fungos ou bactéi@s micologistas classificavam as espécies
dessa ordem como fungos, em virtude da preseneatdéuras filamentosas e da formagao
de conidios nos ramos aéreos (WAKSMAN, 1950 e GOEBL. 1973). Na década de 80, os
actinomicetos foram classificados como bactériagf pdo apresentarem membranas
nucleares e certas estruturas celulares como mitioie8 e cloroplastos, e por serem sensiveis
a lisozima e a maioria dos agentes antimicrobiaat®sn de outras caracteristicas como a
composicao da parede celular (GOTTLIEB, 1973; KURYUKICZ, 1981 e LOCCI, 1989).

Os actinomicetos sdo encontrados, sobretudo ng solde desempenham papel
fundamental na decomposicdo da matéria organi@areaiclagem dos nutrientes. Estima-se
que cada grama de solo conténi-I@ células destas bactérias, aproximadamente 30% da
populacao total de micro-organismos do solo derss/ado de actinomicetos (KENNEDY,
1999). No entanto, 0s actinomicetos podem ser ¢ramins nos mais diversos ambientes
naturais, como aguas, em vegetais em decomposig@dylos de raizes de plantas,
sedimentos, fezes de animais, lodo ativado, predalimenticios, até mesmo, em associa¢édo
com liquens (MCCARTHY & WILLIAN, 1992; GONZALEZet al, 2005; GROTHet al,
1999 e KENNEDY, 1999). A ocorréncia de actinomiseton ambientes aquaticos pode estar
relacionada com a lixiviagdo do solo, esta hipotese-se ao fato da diversidade taxonémica
de actinomicetos do solo ser a mesma do ambientgieo (ARAUJO, 1998).

Os actinomicetos pertencem a um grupo de microrisg®s heterogéneos de
bactérias Gram-positivo que apresentam em seu gemdtas concentracdes de guanina e
citosina (G+C), e crescem com um aspecto filamenesamificado, sendo na sua maioria
aerébicas e com de crescimento relativamente [ef@ROSS, 1989; EMBLEY;,
STACKEBRANDT, 1994; GOODFELLOW, 1989; MCCARTHY & W.LIAN, 1992 e
MONCIARDINI et al, 2002). Podem ser esféricas ou bacilares, forfilamentos e hifas,
que compdem um micélio de coloracdo variada. Caméhtos consistem em células
procariéticas longas com varios nucledides (EMBLEYSTACKEBRANDT, 1994). O
micélio dos actinomicetos € uma vantagem para oroRaanismo, pois ele tem a

capacidade de aderir ou penetrar em tecidos erajadsecretar enzimas e outros metabdlitos.



Com a aproximacdo do micélio aos substratos, ovithad precisa secretar apenas uma
guantidade pequena de enzima para atingir niveise$ (CHATER, 2006).

A importancia econdmica e farmacéutica dos actinetos baseia-se a producdo de
antimicrobianos, vitaminas e enzimas, além de ter papel promissor no futuro da
biotecnologia (GOODFELLOWet al, 1984). Estes micro-organismos sdo metabolicamente
diversos e sao capazes de utilizar fontes variddasarbono e energia. Desta maneira eles
podem ser autotréficos, heterotréficos, quimiotddi ou fototréficos (KENNEDY, 1999). A
maioria é aerdbia, mas existem alguns actinomicat@&robios ou anaerdbios facultativos,
eles crescem, preferencialmente, em solos de pHroneu alcalino, embora muitos
actinomicetos crescam em solos acidos (ARAUJO, }1998

Os actinomicetos s&do responsaveis por mais de 2/3pmbducdo total de
antimicrobianos, e o géneftreptomycegsom seus metabdlitos secundarios respondem por
70 a 80% dessa producdo (CHALLIS & HOPWOOD, 20@8pas do génerBtreptomyces
guando testadas vitro, tém apresentado grande potencial para producantaeicrobianos
gue reduzem ou inibem o desenvolvimento de pat&gnmmyicos e bacterianos (Klkt al,
2002; OUHDOUCHEgt al, 2001 e BRESSAN, 2003).

Na identificacdo dos actinomicetos sdo empregadamsv técnicas bioquimicas,
moleculares, além da analise macroscopica e migpascdas diferencas morfolégicas desses
micro-organismos. Na andlise da morfologia dosnaaticetos, deve-se observar a cor do
micélio e o tipo de esporo, quando presente. Ran@,t € importante utilizar um meio de
cultura que possibilite uma boa esporulacdo e eratitiacdo do micélio. (SHIRLING &
GOTTLIEB, 1966 e LECHEVALIER, 1989).

3.3 Metabolitos secundarios

Todos 0s organismos vivos crescem e se reproduzdimando rotas metabdlicas
muito semelhantes, ou até mesmo idénticas, pacugéio de energia e de outros compostos,
principalmente os estruturais. Essas reacdes nietabofazem parte do metabolismo
primario. No entanto, existem outras rotas metabélique possibiltam aos organismos
produzirem os mais diversos tipos de compostoanalqclusive restritos a certos géneros ou
espécies. Essas rotas constituem o metabolismoddin, ou seja, seus produtos ndo séo
essenciais para a vida do organismo. Ainda ndcaBe sxatamente a funcdo de muitos
produtos do metabolismo secundario, apesar debse gae alguns desses metabdlitos podem

conferir uma vantagem natural ao organismo prodetorelacdo aos outros organismos que



nao os possuem (VINING, 1986).

Os fatores que desencadeiam a producdo de metabgditundarios geralmente estéo
ligados a escassez de algum nutriente essenciad comarbono, nitrogénio ou fosfato, e
normalmente, os metabolismos secundarios séo pdoduza fase estacionaria do individuo,
mas também, podem ser sintetizados durante o ssgirmento (VINING, 1986 e OCHI,
2007).

Conceitualmente, o metabolismo secundério revelpete sua auséncia na funcéo
metabodlica essencial dos organismos (MARTIN & DEMAI1980). O metabolismo
secundario pode ser reconhecido como um fenémeral de manutencdo de algumas
espécies. Usualmente é associado com plantas @-onganismos, entretanto, existem muitos
exemplos no reino animal (MANN, 1978).

A producédo de metabolitos secundarios esta distldbdentre os mais variados reinos.
Dentre as bactérias, o destaque fica para os attiaths, que assim como os fungos,
sintetizam enzimas e a maioria dos antimicrobiaaméiecidos (VINING, 1986).

Na pesquisa, a caracteristica mais marcante doogdog actinomicetos € a sua
capacidade de produzir metabdlitos secundariosis Uta industria farmacéutica. Os
actinomicetos sdo capazes de sintetizar diversoabdigos secundarios, como varios tipos
de enzimas, vitaminas, e antimicrobianos que aptase propriedades antifingicas e
antibacterianas (WOODRUFF, 1980; CHATER, 2006; KEEIN, 1999 e PELAEZ, 2006).

3.4 Compostos Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo compostos quimicos espesiffroduzidos por diversas
espécies de micro-organismos vivos, principalméatgérias e fungos, capazes de inibir, em
baixas concentracdes, 0s processos vitais de ummaisltespécies de organismos, ou seja, sdo
produtos de origem natural (KOROLKOVAS, 1999). Amtirobianos s&o importantes para a
medicina terapéutica e a industria, desempenhamii@és antitumorais, imunossupressoras,
herbicidas e antimicrobianas (antifungicas, antdrnas e antiprotozodaricas)
(OUHDOUCHet al, 2001).

Antibioticos sdo compostos com a mesma fungdo cuamimicrobianos, porém
podem ser também de origem sintética (HECK, 20&Tjalmente, o uso destes dois termos
nao segue exatamente esta definicdo, podendo satasado o termo antimicrobianos para
incluir agentes antibidticos sintéticos, como dfosamidas e as quinolonas (CHAMBERS,
2003). Sendo assim, nesta pesquisa 0s termos enttiii@nos e antibidticos foram tratados
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como sindénimos, porque ambos o0s termos se aplicatnngostos isolados de micro-

organismos com acgao ativa contra bactérias e fungos

3.4.1 Classificagao dos antimicrobianos

A classificagcdo dos antimicrobianos depende do avcganismo ao qual atuam,
como por exemplo:
e Antibacterianos: sdo compostos ativos contra biastér
e Antifungicos: sdo compostos ativos contra fungos;
e Antivirais: sdo compostos ativos contra virus;
e Antiparasitarios: sdo compostos ativos contra jfasgsomo 0s helmintos;

e Antiprotozoarios: sdo compostos ativos contra @@doios.

Também podemos classificar os antimicrobianos pedor efeito nos micro-
organismos, como por exemplo:
e Bactericidas: matam bactérias;
e Bacteriostaticos: inibem o crescimento de bacténesessitando da acdo do
sistema imune do hospedeiro para eliminagdo daroiggzanismo.
e Fungicidas: matam fungos;

e Fungistéticos: inibem o crescimento de fungos.

Outras formas de se classificar os antimicrobizaos

|.  Pelo mecanismo de acgao:

e Agentes que inibem a sintese da parede celulaerimwd. Por exempldg-
lactamicos, vancomicina e bacitracina;

e Agentes que agem diretamente na membrana plasmédticamicro-
organismo, afetando sua permeabilidade e causaedtravasamento de compostos
extracelulares. Por exemplo: Polimixina e anfoteaid;

e Antimetabdlitos que blogueiam rotas especificas.r Pexemplo:
Sulfonamidas e trimetoprim;

e Agentes que afetam metabolismo bacteriano dos saamaléicos. Por

exemplo: Quinolonas e rifampicina.
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Agentes que inibem a sintese proteica, 0os quaisrpaer subdivididos em:
A. Atuam na subunidade 30S do ribossomo. Por exemplo:

aminoglicosidicos.

B. Atuam na subunidade 50S do ribossomo. Por exemporolideos.
C. Agentes antivirais, também subdivididos em varitssses. Por

exemplo: aciclovir.

Pela estrutura quimica da molécula do antimicrobian:

Esta classificacdo provavelmente é a mais amplaig complexa, visto que existem

no mercado mais de 15 classes de antimicrobianos estruturas diferentes (Levy e

Marshall, 2004). S&o exemplos de alguns antimiarais importantes:

Sulfonamidas;

Quinolonas;

B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapsmemonobactamico);
Aminoglicosideos;

Macrolideos;

Tetraciclinas;

Glicopeptidicos;

Estreptograminas;

(MACHADO & BARROS, 2001; CHAMBERS, 2003 e LEVY & MRSHALL,

2004).

3.4.2 Histérico dos antimicrobianos

Durante toda a evolugédo da humanidade temos desela varias tentativas do uso de

substancias e de materiais com a intencao de les€es supurativas, curar febres, melhorar

as dores. Ha descricbes sobre o uso de antimiombidesde 3000 anos atras, quando

médicos chineses utilizavam fungos filamentosogjuzss eram chamados de bolores para o

tratamento de tumores inflamatérios e feridas wifeas. Provavelmente os fungos em

guestao produziam substancias antimicrobianas descimas na época. Os médicos indianos

também faziam uso de fungos ha mais de 1500 ares.récomendavam a ingestao de

fungos filamentosos, que eles chamavam de “mofum'a a cura de disenterias (TAVARES,

2001).
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Apesar do uso milenar dos antimicrobianos, a psaquér medicamentos s6 comegou
a ser desenvolvida no século XVI, com o advent@ldaimia. Nessa época foi descoberta
uma das primeiras substancias antimicrobianas:i@ingy obtida de uma arvore do Peru
chamadaCinchona utilizada no tratamento da malaria por seu ef@itmiprotozoarico
(TAVARES, 2001).

Em 1877, Pasteur e seu pupilo Jules Joubert foranprioneiros a reconhecer o
potencial clinico de produtos microbianos como tegeterapéuticos. Eles observaram que o
crescimento do bacilo Anthraz na urina podia sévido por adicdo de outros micro-
organismos inoculados junto a ele (TAVARES, 2001).

A definicdo do termo antibidtico foi inicialmenteoposta por Vuillemin em 1889
como "antibiose", que definia o antagonismo dossseivos em geral. O nome antibiético foi
primeiramente usado por Waksman em 1942, e quéedima&l como sendo uma substancia
produzida por micro-organismos (bactérias e fungmsagonista ao desenvolvimento, ou a
vida de outros micro-organismos em altas diluig@@sneio bioquimico em nosso corpo. Dez
anos antes, em 1932, Gehard Domagk ja havia deradasa atividade antibacteriana das
sulfasin vivo, antes elas eram utilizadas apenas como corddéssa data até 1942, varias
sulfas surgiram, algumas delas ainda sdo utilizadgs, como sulfadiazina, sulfatiazol,
sulfaguanidina e sulfamerazina (TAVARES, 2001).

A penicilina foi descoberta por Alexander Flemingn 4928, mas nessa data sua
descoberta ndo foi valorizada. Ela somente foiagaala o tratamento de infecgdes humanas
em 1941 quando Florey e Chain retomaram as pesqUI®%/ARES, 2001). O sucesso
terapéutico da penicilina incentivou os cientidasuscar novos compostos antimicrobianos
provenientes de micro-organismos. Selman Walksroaeie de um grupo de cientistas da
Universidade de Rutgers, de Nova Jersey, dedicao-®studo de micro-organismos do solo,
especialmente actinomicetos, e em 1940 descobriactmomicina, e em 1942 a
estreptotricina, ambas téxicas para uso humaneénkRam 1943 este mesmo grupo descobriu
a estreptomicina, a qual revolucionou a terapéutaratra infecgdes por causa de sua acao
contra bacilos Gram-negativos e, sobretudo, cdvytr@obacterium smegmatipromovendo a
cura da tuberculose (TAVARES, 2001 e CHAMBERS, 2003

3.4.3 Os antimicrobianos na atualidade

Passados mais de 50 anos do inicio da producdoakga escala comercial da
penicilina, e da descoberta de muitos outros aot@hianos de origem microbiana e de
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outros antimicrobianos terem sido modificados gdotese quimica, a luta contra os micro-
organismos patogénicos esta longe de acabarolsta & pesquisa de novos antimicrobianos,
a area mais importante da microbiologia farmacéutitual. Os programas de rastreio
intensivo em todos os paises levam ao aumentoncentdio nimero de antimicrobianos
descritos: 513 em 1961, 7650 em 1985 e mais de 8800 ano de 1996, embora apenas
cerca de 130 sejam produzidos industrialmente (M3¥&N et al, 1997).
Hoje ha no mercado uma vasta gama de medicamemtioscaobianos disponiveis.

Estes apresentam diferentes mecanismos de acaéo iss@, s&o eficazes contra um ou outro
tipo de micro-organismo. Os antimicrobianos tambéilerem quanto a sua origem e

obtencao, logo, os custos também variam bastai€K-H2007).
3.5 A resisténcia microbiana

A descoberta das sulfonamidas e da penicilina @atecacabado com o problema das
infecgBes bacterianas. Entretanto, ja na décad® @ggpareceram linhagens 8treptococcus
pyogenesem hospitais militares britdnicos que ndo resmondmais ao tratamento com
sulfas, e nos anos 40 cepasStigphylococcus aureis® mostraram resistentes a penicilina em
hospitais de Londres (LEVY & MARSHALL, 2004). O hem passou a conhecer, entdo, as
bactérias resistentes.

A resisténcia microbiana é a habilidade desses abregiver na presenca de um
antimicrobiano. Ela pode ser intrinseca (ou natuddterminada pelo género da bactéria e
pelo espectro de acdo do antimicrobiano; ou adigyid qual pode ser manifestada apenas
por algumas cepas de uma mesma espécie bactesgsuam, este o resultante de uma mutagéo
de um gene ou da aquisicdo de material genético (RARTH et al,, 2001).

Os primeiros casos de resisténcia antimicrobiamentaceram, certamente, por um
processo de mutagdo espontanea no cromossomoidraci€irros na sintese de DNA durante
a replicacdo podem acontecer e levar & mutacaot@sga de um par de bases numa taxa de
10" e 10%, ou seja, este é um evento bastante raro. Umac@mugue tem como resultado a
resisténcia a algum agente antimicrobiano entdaméevento rarissimo, visto que uma
mutag&o pode causar outros efeitos ao micro-onganfsEVY & MARSHALL, 2004).

O aparecimento de organismos resistentes ocorrergenguando estes entram em
contato com antimicrobianos, isso porque o medichémaibe somente o0 crescimento das
cepas suscetiveis, selecionando as cepas resistAstem € facil compreender porque sao
encontradas mais cepas resistentes em hospitasntdoto, o uso indiscriminado de agentes
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antimicrobianos na agricultura e/ou pecuéaria ppéiso aparecimento de resisténcia no
ambiente (LEVY & MARSHALL, 2004).

A resisténcia antimicrobiana pode ser transmitiéanthneira vertical para toda a
progénie do micro-organismo mutante, ou ainda igersiitida de forma horizontal para
outros micro-organismos, inclusive de géneros eiifezs. A transmissao horizontal em
bactérias pode ser feita através de elementos igemnémoveis, como o0s plasmideos,
bacteri6fagos, transposons e ainda por transforom@gavyY & MARSHALL, 2004).

Os mecanismos de resisténcia microbiana podem igelidds em trés categorias
gerais:

l. Inativag@o enzimatica:0 micro-organismo-controle € capaz de produzir uma
enzima que modifica o antimicrobiano em algum lesglecifico tornando-o inativo.
Nesse caso podemos enquadrar a resisténcia a@obimnos aminoglicosidicos e
pB-lactamicos.

Il. Alteracdo do sitio de acdo:ocorre uma modificacdo no local onde o
antimicrobiano se liga a célula, tornando essacgdiga com a célula, fraca ou
impedindo-o de se ligar a mesma.

lll. Alteracdo do transporte do antimicrobiano: nesse caso a bactéria pode
diminuir a permeabilidade da membrana, reduzindmlmero de porinas ou
modificando-as, ou a bactéria desenvolve um mecenigde refluxo do
antimicrobiano através do qual a célula transportmtimicrobiano para fora dela,
impedindo-o de agir (LEVY & MARSHALL, 2004).

Devido ao uso excessivo de antimicrobianos, temeatsxdo o nimero de micro-
organismos resistentes. Por mais de duas décadmsetesolado de hospitais cepas de
Sfaphylococcus aureusesistente a meticilina (MRSA), que sao resisterdesnuitos
antimicrobianos (CEYLAN etl., 2008). Um fator agravante, € que muitas vezes upoun
micro-organismo € resistente a varios tipos difiaende antimicrobianos, eles sdo os
chamados micro-organismos multiresistentes, como saperbactérias (LEVY &
MARSHALL, 2004). Outro problema sério é o fato dena vez adquiridos os genes de
resisténcia, eles ndo sdo facilmente perdidos,oatrario, eles sédo relativamente estaveis.
Assim, as opc¢oOes de tratamento vao ficando cadengezlimitadas (LEVY, 2005).

Pacientes hospitalizados infectados com micro-@sgars resistentes permanecem no

hospital o dobro do tempo em relagcdo as paciemtsctados com micro-organismos
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sensiveis. Além disso, eles apresentam maior nebié mortalidade, sem contar o aumento
do custo deste paciente para o sistema de saudey (RBMARSHALL, 2004).

Nos hospitais americanos, mais de 70% das bactédasadoras de infecches
hospitalares s&o resistentes a, pelo menos, unmiarmtbianos comumente usado no
tratamento de doengas bacterianas (HECK, 2007taDesna, € de grande importancia a
busca continua por novos metabolitos secundariessatontra diferentes micro-organismos

patogénicos.

3.6 O desenvolvimento de novos antimicrobianos

Atualmente, h4 no mercado mais de 200 drogas cosdaate antimicrobiana. De
1998 a 2005, somente 9 novos antimicrobianos f@jamvados pela OMS, dos quais apenas
2 apresentavam um novo mecanismo de acdo. Até adar004, aproximadamente 550
novos medicamentos estdo em processo de pesquisase total, apenas 6 sdo da categoria
dos antimicrobianos (OVERBYE & BARRET, 2005).

Esta4 se tornando cada vez mais rara a descobertavds tipos de antimicrobianos,
encontrando-se apenas variagoes de classes cadh@ibURA, 1992 e KNOWLES, 1977).

A falta de novos antimicrobianos é vista com gragmeé®cupacédo pela comunidade cientifica,
pois as doencas infecciosas sdo a segunda causrtke em paises desenvolvidos. Para
agravar a situagdo, surgem cepas de bactériasepmientes (que ndo respondem a quase
nenhum antimicrobiano), obrigando assim, o usontien&robianos muito téxicos ao homem
como a Polimixina B e a Colistina (PROJAN, 2003@RRBY et al, 2005).

Se for verdade que compostos da mesma classe qumpiesentam perfis de
resisténcia antimicrobianas semelhantes, ndo é sneoweto que pequenas variagdes na
estrutura podem provocar grandes variacbes na dacimgtica e toxicidade. Assim,
antimicrobianos da mesma classe, mas com pequéesndas estruturais, podem apresentar
atividade seletiva contra diferentes micro-organsifiyJIKAWA, 2003).

A fonte de maior potencial para a descoberta desioempostos antimicrobianos séo
os produtos naturais de origem microbiana, soboeaminomicetos e fungos (PELAEZ,
2006). A grande vantagem na utilizacdo de compasigsarios de micro-organismos é que
eles geralmente sdo produzidos dentro da célutalitas vezes sdo moléculas capazes de
penetrar em outras células. Dessa forma, ndo mébtema de permeabilidade na membrana
celular, que muito compostos sintéticos apresentamando necessario um estudo mais
complexo, longo e caro (OVERBYE & BARRETT, 2005).
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Outra comprovacdo de que os produtos naturais séelteor fonte de pesquisa de
antimicrobianos € que nos ultimos 30 anos, someastexazolidinones sdo de origem
totalmente sintéticas (OVERBYE & BARRETT, 2005; PR®M, 2003 e NORRBYet al,
2005). Os actinomicetos tém sido o grupo de orgassmais bem sucedido na busca de
compostos antimicrobianos, inclusive modelos matieog sugerem que o nuamero de
antimicrobianos a serem descobertos a partir sentengénerétreptomycepode ser maior
que 16 (WATVE et al, 2001 e PELAEZ, 2006).
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4 OBJETIVOS DA PESQUISA

4.1 Geral:

v/ Analisar a microbiota dominante de micro-organisrbasterianos e fangicos de
amostras coletadas de pontos do solo da savan@@iceaamapaense, no periodo central
da estiagem amazolnica, e triar oS micro-organisques apresentarem potencial na

producéo de bioativos com atividade antimicrobiana.

4.2 Especificos:

v Plaquear, isolar e purificar em meios soélidos B&lsf colénias de micro-

organismos de amostras de solo coletadas em tnésspamostrais da savana amazoOnica

amapaense;

v’ Caracterizar os micro-organismos por meio da maerfaogia e micromorfologia

observada em microcultivos e microscopia éptica peloracdo de Gram;

v Triar 0s micro-organismos com atividade positivaapantibiose em placa pelo
método do traco cruzado (Cris-Cross).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Caracterizacao e localizagdo das areas de calet

Para realizar o isolamento de colénias microbiameés sitios de coletas foram
selecionados, e de cada sitio, em dois pontositdistamostras foram coletadas (pontos A e
pontos B), onde sempre os primeiros pontos (pofAjosram selecionados no relevo mais
elevado em relacdo a planicie da savana, geralmentepo de elevacdes, e nos segundos
pontos (pontos B) eram selecionados os relevos sredagados da savana, em vales rodeados
pelas elevacdes. De cada ponto de coleta, amod&asolo foram colhidas em duas
profundidades diferentes, uma de 0 a 5 cm e a datfaa 10 cm de profundidade, totalizando
12 amostras de solo (tabela 01).

Cada um das doze amostras foram plaqueadas enditvggBes em triplicata,
totalizando 108 placas, que posteriormente forgoicadas em seis meios de crescimento
diferentes sucessivas vezes até a obtencdo deiamlforas, e como muitos micro-
organismos do solo, como 0s actinomicetos, apra&sentm lento crescimento, ndo foi
possivel aumentar o niUmero de sitios de coletandstaas de solo.

O primeiro ponto de coleta, o ponto 1A, cujas ceaatlas sdo: latitude: 0°13'5.47"N
e longitude: 51°13'9.75"0, localizado na porcdovada da planicie, apresentava uma
vegetacao rasteira espacada, com poucas gramirsgbastos retorcidos espacados uns dos

outros, o solo era seco, marrom escurecido e socfiigura 01).
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Figura 01. Fotografia do ponto 1A, sitio 1.

Fonte: o autor.

O segundo ponto de coleta, o ponto 1B do sitimdspindo as seguintes coordenadas:
latitude: 0°13'5.19"N e longitude: 51°13'8.98"Onde um vale rodeado por elevacdes, sua
vegetacao rasteira era fechada, recobrindo toddop &resentava poucos arbustos de médio
e pequeno porte, 0o solo arenoso quase ndo apnesgredregulhos, de coloracdo marrom

escuro e umido (figura 02).

Figura 02. Fotografia do ponto 1B, sitio 1.
P N i

: Fh
Fonte: o autor.

O ponto de coleta 2A, de coordenadas: latitude:3'6718"N e longitude:

51°21'8.97"0, localizado em um nivel levemente n&@é&/ado em relacdo a planicie da
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savana. O ponto da coleta apresentava uma vege@st&ira, seca e escassa, com poucas
gramineas e poucos arbustos retorcidos espacas@®simutros, 0 solo apresentava-se seco,

amarelado, rochoso e compactado (figura 03).

Figura 03. Fotografia do ponto 2A, sitio 2.

Fonte: o autor.

O segundo ponto de coleta, o ponto 2B do sitim2spindo as seguintes coordenadas:
latitude: 0°13'3.91"N e longitude: 51°21'6.73"Quado em um vale rodeado por elevacoes,
sua vegetacdo rasteira era bastante fechada, camingas recobrindo todo o solo,
apresentava algumas arvores de grande porte esnpataneiras, o solo apresentava-se
arenoso, encharcado, pouco compactado, de tonalidactom escurecida (figura 04).
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Figura 04. Fotografia do ponto 2B, sitio 2.

Z

Fonte: o autor.

O ponto de coleta 3A, de coordenadas: latitude8'9°83"N e longitude: 51°6'4.22"0,
localizado em nivel plano em relagédo ao relevoal@arsa. O ponto para coleta apresentava
uma vegetacao rasteira formada por gramineas qoéri@ parcialmente o solo, e poucos
arbustos retorcidos espagados uns dos outrosp eisolpouco umido, de tonalidade marrom

clara, com poucos pedregulhos, levemente arenpesae® compactado (figura 05).

Figura 05. Fotografia do ponto 3A, sitio i‘

Fonte: o autor.

O segundo ponto de coleta, o ponto 3B do sitim8spindo as seguintes coordenadas:
latitude: 0°58'8.53"N e longitude: 51°6'5.32"0.uaitlo na porcdo de relevo menos elevada
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em relacdo a planicie da savana, rodeado por pasjueavacoes, sua vegetacdo rasteira
recobria totalmente o solo, com gramineas peques@xbrindo todo o solo, apresentava
alguns arbustos de médio porte dispersos e algymasas concentracdes de palmeiras
formando ilhas espacadas, o solo levemente arengsedecido, pouco compacto, de

tonalidade marrom escura, e quase néo apresereduegplhos (figura 06).

Figura 06. Fotografia do ponto 3B, sitio 3.

Fonte: o autor.

O sitio de coleta 1 situa-se a margem esquerddR1&56, a aproximadamente 36
quilometros ao sul da capital do Estado do Amapé&pieselecionado por apresentar
caracteristicas bem distintas da savana amazomepagnse, e por estar localizado num
trecho ainda ndo asfaltado da rodovia BR 156, hdveaparentemente pouca influéncia
humana, possivelmente devido ao dificil acesso,esgmtando-se visualmente com
caracteristicas de savana nativa. Esse sitio @tacapresenta relevo bem acidentado, com
bastantes elevagfes, encostas e vales. Nessdasdin, selecionados dois pontos de coletas,
0 primeiro num relevo mais acentuado — uma elevagacsegundo num vale (figura 07).
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Figura 07. Fotografia espacial da localizagdo dos pontos 1148
do sitio 1 de coleta.

Sitio 1/ Ponto A‘

‘ Sitio 1 Ponto B

Fonte: Google Earth, data da imagem: 28/9/2008.

Seguindo 15 quildmetros mais ao sul do sitio detadl pela BR 156, encontra-se ao
lado direito da rodovia o Sitio 2, onde dois porftobam selecionados para coleta de solo, o
ponto 2A e 2B (figura 08).

Figura 08. Fotografia espacial da localizagcao dos pontog 28 do
sitio 2 de coleta.

P 4 Sitio 2 Ponto A
Sitio 2 Ponto B ‘

Google earth

Fonte: Google Earth, data da imagem: 28/9/2008.

O terceiro sitio escolhido para coleta fica aoendd BR 156, a aproximadamente 190
quilometros da capital Macapa, adentrando-se 2Gfbrado direito da rodovia, buscando
assim, pontos de coletas com vegetagcdo o maisanatssivel. Do terceiro sitio, dois pontos

foram selecionados para coleta, o ponto 3A e i@ 09).
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Figura 09. Fotografia espacial da localizacdo dos ponto328 do sitio 3 de coleta.
ImagemA - localizagdo do ponto 3A em relacdo a rodovimagemB — ponto 3A e ponto
3B.

Sitio'3/Ponto A
£

4 Sitior3iRonto A
4 ‘S\’i\oSF'ontoB

Fonte: Google Earth, data da imagem: 8/10/2008.

5.2 Coleta das amostras

Todas as coletas foram realizadas no dia 05 demwlweede 2011, em alta temporada
de estiagem (ver&o) amazoriGIARENGO et al., 2011). Os trés sitios para coleta de solo
da savana amapaense localizados as margens daardgiav156, entre 50 a 200 m,
apresentavam caracteristicas bem definidas da @aaativa, com pouca ou nenhuma acéo
antropica aparente, sendo dois sitios na direcBdastodovia, e um a norte. Trés sitios de
coleta foram selecionados com o objetivo de aumeagahances de isolamento de micro-
organismos, dois destes sitios foram escolhidosegd&o Sul do Estado do Amapa, por
apresentarem vegetacéo nativa e menos modificdaag@ humana.

De cada sitio foram selecionados dois pontos paleta; os pontoA e B. Os
primeiros pontos (pontos A) eram sempre escolhpdosseu relevo mais elevado em relagéo
a planicie da savana, entre 10 a 50 m, onde geradmencontrava-se nos pontos mais
elevados, sendo a sua vegetacdo mais espacadaier@®m poucos arbustos retorcidos e
com gramineas recobrindo todo o solo, os quaigpees@ntavam geralmente compactados,
arenosos e bastantes rochosos. Os segundos pantodleth dos sitios (pontos B) eram
sempre de relevo menos elevado em relacdo a gatdcsavana (formando pequenos vales),
circundados pelas elevacdes, onde apresentavam wegatacdo mais densa, com
predominéncia de arvores, arbustos e palmeirasoGowegetacdo era bastante fechada e as
gramineas recobriam todo o solo, foi necessérialumpgza prévia para ter acesso ao solo.

O método de coleta de solo utilizado foi o de escao de trincheiras, segundo Lemos

& Santos (1982). Neste método, o solo € expostaupear limpeza prévia, e uma trincheira de
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aproximadamente 70 cm de comprimento, com 20 ctardara e 15 cm de profundidade é
escavada no solo (Figura 10 A). As amostras defeddaon retiradas das paredes laterais das
trincheiras, utilizando-se tubos de PVC com 10 amcdmprimento e 5 cm de diametro,
previamente assepsiados com imersdo em solucasaagi alcool etilico a 70% por 1
minuto, solucdo de hipoclorito de soédio 2% por @&utos, etanol 70% por 30 segundos e,
finalmente, enxdgue em agua destilada esterilig@HREIRAet al, 1996) (Figura 10 B).

Figura 10. A — Fotografia de uma trincheira escavada no dalo
savana. B - Fotografia de tubos de PVC utilizadas goleta de
solo nas trincheiras. (0 tubo da esquerda estipsiade e

Fonte: o autor.

As trincheiras foram abertas com o auxilio de ud@aara jardinagem, uma enxada e
um ferro de cova, previamente desinfetados supsrfiente com solucdo de hipoclorito de
sodio comercial a 30%. De cada trincheira, foratragas duas amostras de solo com
profundidades diferentes, conforme protocolo. Amgira amostra foi retirada de uma
profundidade de 0 a 5 cm, e a segunda amostrad®<m de profundidade.

Para compor cada uma das amostras, foram retita@lassubamostras laterais de
aproximadamente 100 gramas cada (aproximadament®horPVC preenchido com solo).
As subamostras foram imediatamente embaladas em #VC e identificadas apds sua
coleta, e acondicionadas em cuba térmica a 4°Cs Apdérmino das coletas, todas as
subamostras foram transportadas ao laboratério iokedBologia e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Amapé para serem armazeead&eezer a —18°C.
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5.3 Isolamento das coldnias microbianas
5.3.1 Dilui¢ao seriada

Para isolar os micro-organismos das amostras de fedlfeita uma série de diluicdes
em solucao salina a 0,85% de NaCl, e posterioupkagento em placas de Petri contendo
meios com agar especificos para isolamento de farganismos — bacterianos e fungicos.

Em cada um dos trés sitios de coleta das amostasold, dois pontos foram
selecionados, e de cada ponto foram coletadas @®cmtn duas profundidades diferentes,
umade Oa5cme aoutrade5a 10 cm de profadeidPara compor cada uma das amostras,
trés subamostras (trés tubos de PVC) foram colstamon aproximadamente 100 gramas de
solo cada um, conforme Peregtaal, (1996).

Em laboratério, foram pesadas 10 gramas de sotmdie uma das trés subamostras e
homogeneizadas em um erlenmeyer de 1000 mL parpozaimma amostra de 30 g, de cada
ponto em sua respectiva profundidade. De cada andstmogeneizada (30 g), foram
retiradas 10 g de solo, que em seguida foram ssapesm solucdo salina esterilizada até
completar o volume de 100 mL (aproximadamente 9Genkolucdo salina), e agitadas por 10

minutos em agitador rotativo a 150 rpm, formandsnas primeira diluicdo (diluicio 1%).

Do tubo contendo a diluicdo T0foi retirado 1 mL da solucéo para ser diluido®m
mL de solucéo salina esterilizada, e apos agitpg@d minutos, formou-se assim a diluicao
107 e assim sucessivamente foram feitas diluicSelmdser de 1:10 mL com a mesma
solucdo, até se obter diluicdes 1:10000910:100000 (1F) e 1:1000000(16) gramas de

solo por ml de solugéo (figura 11).
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Figura 11. Desenho ilustrativo da diluicdo seriada e do
plaqueamento das diluicdes 4,0.0°e 10°

Amostra de solo 1 mipara 9 ml de salina

1:10000 1:100000 1:1000000
10" 107 10

Fonte: o autor.

5.3.2 Preparagao dos extratos de solo

Para suprir as pequenas necessidades mineraigidifie conseguir em meios
especificos e sintéticos para crescimento micrabfeparou-se extratos estéreis dos solos
para cada local de coleta, adaptado de Varma &, (2007) e Pramer & Schmidt,
(1964), para fins de enriguecimento mineral domde cultivo utilizados no isolamento de
bactérias e fungos.

Para se preparar os extratos dos solos para etingp@o mineral dos meios de
crescimento, foram coletadas por¢gées do mesmopsoé cada amostra. As porcdes de solo
foram peneiradas a fim de separar as pedras ertécufzs maiores, além de uma separagao
manual da matéria organica ndo decomposta, contosree vegetais e insetos, sobrando
assim, somente solo e pequenas particulas pana sdétddas em agua desionizada. Dessa
porcdo de solo peneirada e catada, 100 g forandaesadiluidas em agua desionizada até
completar o volume de 1000 mL, e posteriormentanfoagitadas em agitador rotativo por 30
min a 150 rpm.

ApOs agitacdo, a mistura (dgua desionizada + $oiditrada em papel filtro por trés
vezes consecutivas e decantada por 24 horas, ppesiasdo das menores particulas. O
objetivo de diluir e filtrar o solo foram a obtenc@le uma solucdo que contivesse sais
minerais dissolvidos, formando um extrato se saipiqaecido, para ser utilizado na

preparacao dos meios utilizados no cultivo dosenicganismos numa proporcéo de 20% do
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contetdo liquido. Os meios utilizados foram: Amidlaseina Agar (ACA), Agar Nutriente
(AN), Agar Bennett (MAB), Agar Luria-Bertani brotfiB) e Agar Miieller-Hinton (MH),
agar Sabouraud dextrose (SDA), m29, m615 e Amickelda Agar acrescido de nistatina
(ACA+N), adaptado de Williams & Davies, (1965). dsd os extratos de solo obtidos foram
autoclavado por 15 min a 121°C, e acondicionadgeladeira a 4 °C (figura 12).

Figura 12. Fotografia de trés extratos de solo diferentes
para enriguecimento mineral de meios de cultura
microbiana.

Fonte: o autor.

5.3.3 Plagueamento

Para realizar o plaqueamento foram selecionadatiagdes 10%, 10° e 10° por
terem apresentado os melhores resultados de cergoirmicrobiano em testes prévios. De
cada diluicdo foi retirada uma aliquota de 100e utilizando-se a técnica de espalhamento
em superficie descrito por Antunes, (1995), Ne(lE992), Konemaret al, (2006), Korn-
Wendisch & Kutzner, (1992), as aliquotas foram bsmias sobre a superficie do meio sélido
em uma placa de Petri descartavel de tamanho roédico auxilio de uma al¢a de Drigalski.
Todas as diluicdes foram semeadastriplicata e incubadas a 37°C em estufa batigita
até que as colbnias pudessem ser visualizadasptduuan periodo de 20 a 30 dias. Os
actinomicetos apresentam crescimento relativaméanito, necessitando assim, de uma

incubagéo prolongada, entre 20 a 30 dias, e pata, thouve a necessidade de embalar as
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placas com filme PVC, a fim de se evitar a desai@t dos meios.

O meio sélido selecionado para o plaqueamento itiagéds foi 0 meio 4gar seletivo
para isolamento de micro-organismos de solo, o Weimo-Caseina Agar (ACA), segundo
Kuster &Williams, (1964) foi preparado com 10,0 g @amido solavel, 0,3 g de caseina acida
hidrolisada, 2,0 g de KN 2,0 g de NaCl, 2,0 g de;HPO,, 0,05 g de MgS©7H,0, 0,02 g
de CaC@Q, 0,01 g de FeS{rH,O e 18,0 g de &gar. Para o enriguecimento do raéd mL
de extrato do solo (20% do volume total) foi adi@ido a solu¢do. O volume foi completado
com agua destilada até 1000 mL e o pH foi ajustded,0-7,2 com NaOH 1N antes de
adicionar o agar. Apos a correcdo do pH e a adighdgar, todos os ingredientes foram
agitados por 10 minutos em agitador rotativo a % e autoclavado a 121°C durante 20
minutos a 1,5 atm. Foram utilizados 25 mL de meiogada placa de Petri média.

5.3.4 Contagem de unidades formadoras de col6nias

Para se testar a eficiéncia do meio Amido-Casefyar Ao plaqueamento dos micro-
organismos de solo, as mesmas diluicdes que apaemsen resultados positivos foram
plaqueadas em quatro meios ndo seletivos paralamieoto de micro-organismos de solo,
sdo eles: agar Nutriente (AN), 4gar Bennett (MAB)ar Luria-Bertani broth (LB) e &gar
Mueller-Hinton (MH), sendo todos estes meios ergagos com extratos dos solos numa
proporcdo de 20% do volume total da solucdo. Oglteskds quanto ao niumero de UFC’s
foram correlacionados posteriormente.

Para a contagem de unidades formadoras de col@f#3s) foi utilizada a técnica de
espalhamento em superficie das diluicdes segundanés, (1995) a qual consiste em
espalhar com uma alca de Drigalski uma aliquotaQfiil de cada uma das diluicdes™.0
10° e 10° sobre a superficie da placa de Petri de tamankiorméntendo meios sélidos.

O meio agar Nutriente (AN), foi preparado segunaa®, (1992) com 3g de extrato
de carne, 5g de peptona G e 15g de agar. O volaimeinpletado com agua destilada até
1000 mL e o pH foi ajustado a 6,8 + 0,2 com NaOHakites de adicionar o agar. Apos a
correcdo do pH e a adi¢cdo do 4gar, todos os irgrexd foram agitados por 10 minutos em
agitador rotativo a 150 rpm e autoclavado a 121fi@rde 20 minutos a 1,5 atm.

O meio agar Bennett (MAB), foi preparado segundakd€2007) com 2 g de
Peptona, 1 g de extrato de carne, 1 g de extralevdelura e 18 g de agar. O volume foi
completado com agua destilada até 1000 mL e o pijustado a 7,0 com NaOH 1N antes de
adicionar o agar. Apos a correcdo do pH e a adighdgar, todos os ingredientes foram
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agitados por 10 minutos em agitador rotativo a % e autoclavado a 121°C durante 20
minutos a 1,5 atm.

O meio agar Luria-Bertani broth (LB), foi preparagskgundo Sambroa#t al, (1989)
com 10 g de Peptona G, 5 g de extrato de levedQrg,de cloreto de sédio e 20 g de agar. O
volume foi completado com agua destilada até 100@ m pH foi ajustado a 7,0 com NaOH
1N antes de adicionar o agar. Apds a correcao de atadicdo do agar, todos os ingredientes
foram agitados por 10 minutos em agitador rotasivilbO rpm e autoclavado a 121°C durante
20 minutos a 1,5 atm.

O meio agar Mieller-Hinton (MH), foi preparado seda Kiuster & Williams, (1964)
com 30,0 g de extrato de carne, 17,5 g de cas@lr@isada, 1,5 g de amido e 17,0 g de agar.
O volume foi completado com agua destilada até 1800 o pH foi ajustado a 7,4 com
NaOH 1N antes de adicionar o agar. Apos a correigdpH e a adicdo do 4gar, todos os
ingredientes foram agitados por 10 minutos em dgitaotativo a 150 rpm e autoclavado a
121°C durante 20 minutos a 1,5 atm.

Apés espalhar homogeneamente a aliqguota da suspéessolo sobre as placas, as
mesmas foram incubadas em estufa bacteriol6gic&®@ Bo escuro por 72 horas, sendo que
todos os plagueamentos foram realizados em tripligss placas foram todas mantidas no
escuro, uma vez que, a luz inibe o crescimento @eororganismos de solo, como os
actinomicetos. ApGs a incubacdo, foi realizadardgagem total das colénias por placa, e para
se chegar ao valor total das UFC’s foi utilizadamétodo de contagem de unidades
formadoras de coldnias Spread-plate (NEDER, 1992Falculo consiste em multiplicar o
valor da média aritmética pelo valor da aliquotdivedir o total pelo valor da diluicdo
utilizada no plagueamento (como foi utilizada urligumta de 10QuL (0,1 mL) o valor a
multiplicar é igual a 10). O resultado € dado enCUfer grama de solo, conforme equagéo

abaixo.

17 placa +2 * placa + 3" placa = Média de coldnias por diluicéio.
K|

Meédia de colonias por diluicio x 10 = UFC/8
Valor da diluicio
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5.3.5 Repique em meios especificos para o cresciteede micro-organismos de
solo

Todas as coldnias isoladas em meio especifico ipal@amento de micro-organismos
de solo, especialmente aquelas que apresentaratterdsticas morfologicas observaveis
macroscopicamente tipicas de actinomicetos forguitadas em placas com seis meios
seletivos (meio &gar Bennett (MAB), agar Saboudextrose (SDA), agar m29, agar m615,
agar Luria-Bertani broth (LB) e Amido-Caseina Agarescido de nistatina (ACA+N)) com o
auxilio de uma alga bacteriolégica. As coléniasadgnomicetos apresentam de 1 a 10 mm de
diametro, e com aparéncia inicial relativamente imm@& sem brilho, passando, depois do
desenvolvimento do micélio aéreo, a apresentar speciko bastante denso e granuloso,
pulverulento, floculoso e/ou aveludado, e coloragée varia do amarelo ao cinza-claro
(figura 14).

Figura 13. Fotografias diversas de col6nias de actinomicetos.

Fonte: Koneman et al., (2006).

Cada colénia isolada foi repicada em triplicata segs meios solidos diferentes
(ACA, AN, MAB, LB, MH, SDA, m29, m615 e ACA+N). Ess meios foram selecionados
por terem apresentado bons resultados para o roe#c de micro-organismos de solo
(UJIKAWA, 1995).

O meio agar Sabouraud dextrose (SDA), foi preparselgundo a Pharmacopeia
brasileira (2002), com 40,0g de dextrose, 10,0gelg#ona micoldgica e 15,0g de agar. O
volume foi completado com 4gua destilada até 100@ m pH foi ajustado a 6,8 com NaOH
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1N antes de adicionar o agar. Apds a correcao de atadicdo do agar, todos os ingredientes
foram agitados por 10 minutos em agitador rotasivicbO rpm e autoclavado a 121°C durante
20 minutos a 1,5 atm.

O meio agar m29 foi preparado segundo Ujikawa, §1L98om 5,0 g de extrato de
levedura, 2,0 g de extrato de carne, 3,0 g de pap 10,0 g de dextrose, 1,0 g de carbonato
de calcio e 15 g de agar. O volume foi completamin dgua destilada até 1000 mL e o pH foi
ajustado a 7,0 com NaOH 1N antes de adicionar o Agas a corre¢do do pH e a adicdo do
agar, todos os ingredientes foram agitados por ibQtos em agitador rotativo a 150 rpm e
autoclavado a 121°C durante 20 minutos a 1,5 atm.

O meio m615 foi preparado segundo Ujikawa, (1986 50,09 de dextrose, 332,0
mL de leite de soja, 10,0 g de carbonato de calti) g de agar e 668,0 mL de agua
destilada. O pH foi ajustado a 7,0 com NaOH 1N sagie adicionar o 4gar. ApGs a correcao
do pH e a adi¢cdo do &gar, todos os ingredientesnf@ygitados por 10 minutos em agitador
rotativo a 150 rpm e autoclavado a 121°C durantmifQtos a 1,5 atm.

O meio seletivo para isolamento de actinomicetossa@lo de nistatina, foi adaptado
de Kister & Williams, (1964) e Williams & Daviefl965), e foi preparado com 10,0 g de
amido solavel, 0,3 g de caseina &cida hidrolis@dag de KNQ, 2,0 g de NaCl, 2,0 g de
Ko,HPQO,, 0,05 g de MgS©7H,0, 0,02 g de CaC£0,01 g de FeSLOrH,O e 18,0 g de agar.
O volume foi completado com agua destilada até 0@ o pH foi ajustado de 7,0-7,2 com
NaOH 1N antes de adicionar o agar. Apos a correigdpH e a adicdo do 4gar, todos os
ingredientes foram agitados por 10 minutos em dgitaotativo a 150 rpm e autoclavado a
121°C durante 20 minutos a 1,5 atm. Apds ser detida autoclave, esperou-se o meio
resfriar a aproximadamente 50°C, e adicionava-statima liqguida (um antimicético) a
solucdo numa concentracao de 500 Ul/mL de meio.e@® entdo era agitado por 3 minutos
em agitador rotativo a 150 rpm e antes de redfviaimente eram distribuidos em 25 mL de
meio por cada placa de Petri média. Os meio agandde (MAB) e 0 meio Luria-Bertani
broth (LB) j& foram descritos anteriormente.

O repique dos isolados em seis meios especificoa peescimento de micro-
organismos de solo teve por finalidade testar emisqmeios 0s isolados apresentavam
melhor crescimento. Para cada isolado, foram saladbs os trés meios sélidos que
apresentaram melhor crescimento para a realizagsiersaios de antibiose contra os micro-
organismos-alvo (grupo controle). Os quatros manganismos, pertencentes a linhagens-
controle ATCC Candida albicans, Staphilococos aureus, Pseudomamasiginosa e
Mycobacterium smegmatisgambém foram testados nos seis tipos de meiosuttaras
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sélidas, a fim de se verificar o melhor meio pa@escimento e, assim, com os resultados de
crescimento de todos os micro-organismos (isoladosntrole), selecionou-se os melhores

meios para ambas as culturas (Figura 15).

Figura 14. A — Isolamento d€andida Albicanem seis meios soélidos
diferentes. B — Plagueamento das amostras de safoccescimento de
isolados microbianos.

Fonte: o autor.

As colbnias ATCC foram repicadas em triplicata ses meios seletivos por meio da
técnica de esgotamento segundo Antunes, (1995)caunxilio de uma alga bacteriolégica e
incubada em estufa bacteriolégica a 37°C por 7ashdigura 16).

Figura 15. Desenho ilustrativo da técnica do esgotamento.
Esgotament

Ponto de recarregamento

Fonte: Monteircet al, 2009.

5.4 Caracterizagéo e identificacédo morfolégica dawicro-organismos

5.4.1 Coloragao de Gram

Ap6s o periodo de incubacdo das placas repicadateron os isolados, foram
selecionadas colbnias aparentemente puras as fquais submetidas a coloracdo de Gram
descrito por Konemaat al, (2006) - modificado. Este procedimento servitapzerificar a
pureza das culturas dos isolados, e para andlismadfologia microscopica dos micro-
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organismos.

No procedimento de coloragéo de Gram, primeiramédaitéeito um esfregaco fino de
cada amostra em uma lamina de microscopia, e festas secas ao ar, e posteriormente, 0s
esfregacos foram fixados passando as laminas naaclilp bico de Bunsen, depois o
esfregaco foi colocado em um suporte para colorag@oloracéo consistiu em se cobrir os
esfregacos com solugéo de cristal violeta dura@tsegundos; em seguida as laminas foram
lavadas com agua destilada e cobriu-se com sollgdiggol — iodo por um minuto, e lavadas
novamente em agua destilada; em seguida os esigeda@am descorados com acetona-
alcool até o completo desaparecimento da cor @@eatm seguida lavados em agua destilada.
Os esfregacos foram cobertos com o contracoraritan8s por 30 segundos, e lavados em
seguida com &gua destilada e colocados em poseédioaV para que secassem. Depois de
secos, os esfregacos corados foram examinados @osoipio 6ptico com objetiva de
imerséo (100x), utilizando uma gota de 6leo de $&erNa observagdo, 0s micro-organismos
bacterianos Gram-positivos coram-se de azul-esangJanto os Gram-negativos coram-se
de rosa-vermelho, enquanto isso, os micro-orgarssmiooticos (fungos e levedos) tém suas

paredes coradas de roxo.

5.4.2 Caracterizagdo macroscopica das colbnias iadas

A sele¢é@o dos micro-organismos isolados do soleagana, em diferentes condigdes
ambientais, foi feita com base nas diferencas deascteristicas morfolégicas, observadas a
olho desarmado, que as coldnias isoladas no plawrea e nos repiques em seis meios de
cultura sdlidas especificas para crescimento deorsiganismos de solo (agar Bennett,
Sabouraud dextrose, seletivo para isolamento demiganismos de solo, m29, m615 e LB)

apresentaram em placas de Petri, descrito por Wakg1h9o61).

5.4.3 Caracterizagdo microscopica dos isolados

A caracterizacdo da morfologia microscopica dosrararganismos isolados das
amostras de solddaseou-se na analise ao microscopico 6ptico degegfo dos micro-
organismos isolados e repicados em uma lamina desoopia. O cultivo dos isolados em
uma lamina de microscopia foi realizado atravégedaica do microcultivo

ApOGs a coloracdo de Gram, foram realizados mictvosl conforme descrito por
Williams et al, (1989) e Holet al, (1989) - adaptado. Essa técnica possibilitobsewacao
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do micélio aéreo e das estruturas reprodutivasndyugpresentes, e do micélio sobre o
substrato de todas as amostras, permitindo assing observacdo das caracteristicas
morfolégicas, e com isso, cruzando os resultadtidaxda coloracdo de Gram, foi possivel
diferenciar os actinomicetos das leveduras.

Para o microcultivo foram montadas placas de Retntendo em seu interior dois
palitos, sobre os quais foi depositada uma lameangtroscopia, e ao lado, um pedaco de
algoddo de aproximadamente 23dfigural7). Cada conjunto foi embalado e autodava
121°C durante 20 minutos a 1,5 atm. ApOs a eg@gdio, com o auxilio de uma pinca
esterilizada, foi adicionado sobre cada lamina isoodde meio solidificado com didmetro de
1 cm (aproximadamente 700 mg de meio sélido), tadorpreviamente com o auxilio de um
tubo de ensaio esterilizado. ApGs o preparo daaplacmicrocultivo, uma aliquota do isolado
foi semeada com o auxilio de um palito de madestérié num risco transversal a lamina, e
posteriormente foi adicionado 1 mL de agua deiagizastéril sobre o algodao. As placas
foram fechadas e incubadas em uma estufa a 37°@hpperiodo aproximado de 3 a 10 dias,
dependendo do crescimento, ou até que o micélisesseé bem desenvolvido. Durante o
periodo de incubacdo, foram feitas observacdesodiess das caracteristicas como:
ramificagdo do micélio sobre o substrato, formacko micélio aéreo, fragmentagcédo e
producdo de esporos. Estas observacdes eram dealizan microscopio Optico com um

aumento de 400x.

Figura 16. Fotografia do microcultivo de um
actinomiceto.

Fonte: o autor.
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5.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana

5.5.1 Preparagdo dos micro-organismos-controle paravaliagdo da atividade

inibitdéria

Micro-organismos-controle para testes da atividadxdtoria (bactéria Gram-positivo,
Gram-negativo, levedura e bacilo alcool-acido teste — BAAR (micobactéria)) foram
semeados separadamente em seis meios de agars sdiidoentes (Bennett, Sabouraud
dextrose, seletivo para isolamento de micro-orgasssde solo, m29, m615 e LB), para que
fosse possivel analisar o crescimento nesses ntésreneios. Com os resultados cruzados de
crescimento dos micro-organismos-controle e dogaaneganismos isolados do solo em
diferentes meios sélidos, foi possivel seleciomés tmeios que apresentaram os melhores
resultados de crescimento em todas as culturassses meios selecionados foram realizados
0s ensaios de antibiose.

As linhagens-controle padronizadas ATCC de badéeiaum fungo leveduriforme
utilizados como linhagens-controle neste trabalboarh cedidas pelo Laboratorio de
Tecnologias do DNA da Universidade Federal do Amasze- UFAM (Quadro 01).

Quadro 01 — micro-organismo-controle para ensaios de

antibiose.
Micro-organismos Linhagem (Cepa)
Bactéria Gram-positivo
Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Bactéria Gram-negativo
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
Bacilo &lcool-acido resistente (BAAR)
Mycobacterium smegmatis (ATCC 14468)

Levedura
Candida albicans (ATCC 10231)
Fonte: Laboratério de Tecnologias do DNA, Univeassiel Federal do

Amazonas.

5.5.2 Inoculag&o dos micro-organismos a serem tedts

Comparando os resultados de crescimento microlllaeanicro-organismos isolados

das amostras do solo com os resultados de credoirdes micro-organismos-controle em
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diferentes meios, pode-se assim, selecionar desreBos solidos testados, os trés que melhor
apresentaram crescimentos nas cinco culturas diésr@ara os ensaios de antibiose.

Todos os isolados microbianos dos solos foram destgara inibicdo de micro-
organismos, e para isso, de cada micro-organismhedis, uma coldnia pura foi selecionada, e
dela com o auxilio de um swab uma amostra foia@dy e com este swab foi feito um traco
central em uma placa de Petri contendo o meiosékdecionado para o melhor crescimento
(Figura 18). Cada isolado foi inoculado em triptiecam trés meios diferentes e incubado em
estufa bacteriolégica por 7 a 10 dias a 37°C, dbgado do crescimento, para que pudessem
produzir metabolitos secundérios com possivel agéimicrobiana.

Figura 17. Desenho ilustrativo
demostrando o sentido de inoculacdo do
micro-organismo a ser testado.

Fonte: O autor.

5.5.3 Inoculag&o dos micro-organismos-controle

ApGs o crescimento satisfatorio dos micro-organsiisolados das amostras de solo,
guatro micro-organismos-controle para os ensaicantibiose foram inoculados nas mesmas
placas de Petri, em tracos perpendiculares ao tgwal com o auxilio de palitos estéreis
(teste do Cris-Cross) (figura 19). Foram inoculadesmicro-organismos-controle para os
ensaios de antibiose em tracos perpendicularemeo ¢entral sempre obedecendo a seguinte
ordem: Candida albicans(levedura) Mycobacterium smegmatiéBacilo Alcool-Acido
resistente — BAAR) Pseudomonas aerugino¢bactérias Gram-negativad Staphylococcus
aureus(bactéria Gram-positivo).
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Figura 18. Desenho ilustrativo
demostrando o sentido de inoculagcdo dos
micro-organismo-controle.

l Candida

Psendomonas

D

Fonte: O autor.

Depois da inoculacdo de todos os micro-organismegqlacas foram embaladas em
filme PVC e mantidas em estufa bacteriolégica aC3jgér 72 a 96 horas, dependendo do
crescimento. Apds o periodo de incubacdo, foratades leituras da inibicdo, medindo-se
em mm a distancia entre 0s micro-organismos testpdm antibiose e 0s micro-organismos-
controle. Cada procedimento foi realizado em taih.
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6 RESULTADO E DISCUSSAO
6.1 Isolamento das col6nias microbianas

Cada diluicdo (10, 10° e 10°), das doze amostras de solo foram plaqueadas em
triplicatas, através da técnica de espalhamentsuparficie, em meio Amido-Caseina Agar
(ACA), o que totalizou 108 placas. O meio ACA mostsse bastante adequado para o
isolamento de micro-organismos de solo, principatmeactinomicetos, visto que este meio
favoreceu o crescimento de actinomicetos e algumgos em detrimento dos demais micro-
organismos. Das diluicbes que apresentaram crestmee coldnias nas placas, estas
mesmas diluicdes foram plaqueadas em triplicataqeatro meios ndo especificos para
crescimento de micro-organismos de solo para fnsainparacdes na contagem do numero
de unidades formadoras de coldnias (UFC’s).

Na preparacao dos meios ACA, 20% do volume liqfddam compostos por extratos
de solo enriquecidos com os minerais obtidos darmaesmostra de solo que foi utilizada na
preparacao das diluicbes para o plagueamento (PFAMIESCHMIDT, 1964), o objetivo
desse método foi suprir pequenas exigéncias mmedoa micro-organismos do solo.

O meio ACA possui em sua composi¢ao caseina agdalibada, o que ja torna este
meio acido, e com o0 acréscimo dos extratos de esmiiguecidos com minerais nos meios
ACA, fez com que o pH baixasse significativamehtajendo a necessidade de correcdo com
NaOH 1N, isto porque, segundo McCarthy & Williaii$992) os actinomicetos (e outros
micro-organismos de solo) apresentam melhor crestomem pH neutro a alcalino. O
acréscimo de minerais dos extratos de solo e anekignificativo de NaOH utilizado para
correcédo do pH deixou o meio levemente hipertdrmcque inibia o crescimento de alguns
micro-organismos mais sensiveis. Tal problemadsdvido diminuindo de 2,0 g para 1,0 g a
guantidade de NaCl do meio.

Algumas placas apresentaram mais de uma coléniardpado ser da mesma espécie
de micro-organismo, assim como placas diferentesurda mesma diluicdo (da mesma
amostra) apresentaram colonias aparentando sersmanmicro-organismo (com mesmas
caracteristicas macroscoépicas e microscopicasgoeastas colbnias, foram consideradas
como sendo um Unico micro-organismo isolado, seswlecionada para o repique, aquela
colénia que melhor estava isolada e apresentaparse

Coldnias que apresentavam caracteristicas macroligidas semelhantes foram
analisadas pela microscopia Optica ap0s a colordg&eram, e pela anélise do micélio pela
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observacdo microscépica do microcultivo, para @ssd isolado apenas um representante de

cada micro-organismo, sendo assim, restaram gaaneicto-organismos diferentes entre si

(tabela 01).

Tabela 01— Numero de isolados obtidos e nﬂmeros de Unidedamadoras de
Colénias (UFC’s) em meio Amido-Caseina Agar (ACAdrrespondentes as
respectivas amostras.

Local da Coleta

Profundidade

Diluicao

N° de isolados

N° de Log de UFC

obtidos em meio ACA
10 1 10000(
O0Oa5cm 10° 2 2000001
]
Ponto 1A 10° 1 1000000t
10 4 33333
5al0cm 10° - 0
—6
sitio 1 10 1 1000000t
10° 4 23333
0a5cm 10° 2 2000001
]
Ponto 1B 10° 2 2333333
o 2 20000(
5al0cm 10° - 0
10°¢ 4 4000000
10" - 0
0as5cm 10° 2 200000t
]
Ponto 2A 10 ) 0
10 2 20000(
5al10cm 10° 1 100000t
- 10°¢ - 0
Sitio 2
10" 1 10000(
Oa5cm 10 - 0
]
Ponto 2B 10° 3 3000000
(o 2 20000(
5a10cm 10° 1 100000
10°¢ 1 1000000
10 - 0
Oa5cm 10 - 0
]
Ponto 3A 10 ) 0
10 1 10000(
5al0cm 10 - 0
- 10°¢ - 0
Sitio 3
107 2 20000(
Oa5cm 10° - 0
]
Ponto 3B 10 . 0
10 - 0
5al0cm 10° - 0
10°¢ 1 1000000

Total de isolados

Fonte: o autor.

Os quarentas micro-organismos isolados foram noosedé fsolado$ numerados de

1 a 40, de acordo com a ordem cronoldgica de crescimemtastufa. Os primeiros micro-
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organismos, isolados 1 a 18, tiveram bom crescionemt 20 dias em estufa bacteriologica a
37°C, os isolados 19 a 25 apresentaram crescinsgndicativo de 21 a 30 dias, e 0s

isolados 26 a 40, apresentaram crescimento viapd 31 dias em estufa (figura 20).

Figura 19. Fotografias dos micro-organismos de solo isolaelms meio
Amido-Caseina AgarA — isolado 018 — isolado 03C — isolado 08D —
isolado 09 — isolado 17F — isolado 18G — isolado 22H — isolado 05,
06 e 07] —isolado 20 e 21.
p B

Fonte: o autor.

Havendo trés sitios, e de cada sitio foram seladim$ dois pontos de coletas, e de
cada ponto, duas amostras foram retiradas em daoamgidades diferentes (O a5cme 5 a
10 cm), e de cada amostra, em sua respectiva piidade, foram plagueadas trés diluicoes
diferentes (1¢, 10° e 10°), o que totalizou 36 diluicdes plaqueadas em A€lA (tabela
01). Das 36 diluicbes plaqueadas, apenas 21 (58,8p#esentaram crescimento microbiano
(colénias isoladas) e 15 diluigBes (41,67%) naesgrtaram crescimento microbiano em até
40 dias de encubacdo em estufa bacteriol6gica@ & resultados comprovam a eficacia do

meio ACA como seletivo para o crescimento de manganismos de solo, como também
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verificado por Oliveira, (2003).

Dos 40 micro-organismos isolados, 19 (47,5%) foismtados das diluices 10 8
(20%) das diluicdes I0e 13 (32,5%) das diluicdes £0Plaqueamentos realizados com
diluicbes acima de 10 em ensaios prévios (diluicbes 10e 10%), ndo apresentaram
resultados significativos, levando-as assim, a nserdescartadas nos posteriores
plaqueamentos. Nos plaqueamentos realizados coigédis menores que Tq10%, 102 e
1073, estes apresentavam um néimero muito grande deiaslpor placa, tornando dificil (ou
mesmo inviavel) o isolamento e a contagem de UFC’s.

O sitio 1 de coleta de solo foi responsavel pod@8 40 micro-organismos isolados
(57,5%), o sitio 2 por 13 isolados (32,5%) e ms#ipor 4 isolados (10%). Os sitios 1 e 2
ficam localizados na porgéo sul da BR 156 do estladhmapa. Este trecho desta rodovia ndo
€ pavimentado, o que dificulta o acesso a regiddesie Estado, fazendo com que a savana
desta regido seja pouco utilizada na agricultupg@iaria, assim como quase ndo ha nesta
regido empreendimentos industriais, e a densidagelgcional rural é visivelmente menor
em relacdo a regido norte da rodovia, e possivebmeor estes motivos, que juntos, os sitios
1 e 2 representam 90% dos micro-organismos isogfoisolados).

O trecho norte da rodovia, onde se localiza o §iti@ pavimentado e com transito
bastante movimentado, principalmente por caminhd#s carga, oriundos dos
empreendimentos industriais localizados proximosoaal de coleta, quanto no escoamento
de produtos agricolas, especialmente da agricutumdiar. A agricultura, mesmo a familiar,
utiliza-se de pesticidas em suas plantacdes, amplahtio de pastagens para animais de
rebanho. O indice populacional rural as margensodavia € consideravelmente maior no
trecho norte da BR 156, e € perceptivel a presdegadicios de queimadas ao longo desta
rodovia, tanto queimadas acidentais quanto queisnatevocadas, e possivelmente, por estes
e outros motivos, como diferencas no pH do sola guantidade de agua, que o sitio 3 foi
responsavel por 4 dos 40 micro-organismos isoléajpsnas 10% do total). Pelos resultados
observados, pode-se notar uma diferenca na condjposiga microbiota do solo entre os
diferentes sitios de coleta da savana amapaegsea(f21), o que traz a tona a necessidade de
uma pesquisa minuciosa que possa apresentar avgwssausas de tal divergéncia na

microbiota, seja ela, uma caracteristica natutapar acdo antrépica.
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Figura 20. Gréafico representando o niumero de isolados m&nols por ponto
de coleta no seu respectivo sitio.
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Fonte: o autor.

O sitio 1 apresentou 23 micro-organismos isoladestes, 9 (39,13%) foram isolados
no ponto A e 14 (60,87%) no ponto B. O sitio 2 apnéou 13 micro-organismos isolados,
destes, 5 (38,46%) foram isolados no ponto A €l&@®%) no ponto B. O sitio 3 apresentou 4
micro-organismos isolados, destes, 1 (25%) foaolno ponto A e 3 (75%) no ponto B. Dos
40 micro-organismos isolados, 15 foram isolados postos A (37,5%), e 25 micro-
organismos foram isolados nos pontos B (62,5%)i@ano de micro-organismos isolados de
solos nas diferentes condi¢des variou muito, coraode se esperar, pois as caracteristicas
fisico-quimicas e microbiolégicas dos solos geratmesao distintas (LACEY, 1973).

Os resultados demostram uma predominancia de mrgarismos de solo da savana
em relevos menos elevados, possivelmente isto gomd@e, nas elevacdes, o solo além de
mais compactado e rochoso, € bem menos Umido agéicehos vales, que apresentam menos
pedregulhos, geralmente sdo arenosos e menos dosipaéo encharcados ou Umidos, o
microclima bem mais ameno e favoravel, e por aptasem vegetacdo mais fechada, o que
deixam o solo dos vales menos exposto diretamemgsliagdo solar, que é extremamente
nociva a microbiota, além de, diminuir a oscilagiotemperatura do solo. Nas elevacgdes,
como o solo fica mais exposto diretamente a radiagdar, e por ser composto por muitos
pedregulhos de coloracdo escura, ha uma oscilaggideravel na temperatura do solo, o que
acaba desnaturando as proteinas dos micro-orgag)istiminuindo assim, sua capacidade

metabdlica celular, ou até mesmo, causando su@mort
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A regido amazénica possui um elevado indice plugtoico, e na savana amapaense
nao € diferente. O elevado volume de chuvas, pahtiente no “inverno amazodnico”,
provoca um fendmeno natural de lixiviagdo dos aatds e minerais das elevacdes da savana,
gue séo carreados normalmente para os igarape® lgos. Em algumas situacdes, as aguas
pluviais escoam 0s nutrientes para depressoes leleo rgpermanecendo empocada nesses
vales, tornando o solo dessas depressdes relativammais ricas nesses microambientes, em
relagdo as demais as por¢des mais elevadas do solo.

O resultado de micro-organismos isolados do s@wardo-se em consideragdo a
variavel profundidade da amostra, apresentou-séewantes, pois exatamente 20 micro-
organismos (50%) foram isolados em cada profunéidditerente, confirmando-se com a
observacdo de Iwai & Takahashi, (1992) que “80% dotinomicetos (e outros micro-
organismos) do solo ocorrem na camada mais sujpérfio solo (0—10 cm), diminuindo
progressivamente com a profundidade”.

Souzaet al (2008) e Ratti, (2010), isolaram micro-organisnams solo do cerrado
brasileiro, estes foram identificados e novas d@epduoe foram descritas. Os resultados
obtidos por estes autores colaboram com os resgltadbtidos no presente trabalho,
mostrando que o bioma savana (cerrado) possui wariadede de microrganismos com

aplicacdo biotecnoldgica.

6.2 Repique em meios especificos para o crescimedomicro-organismos de solo

Os quarenta micro-organismos isolados e 0os migargmos-controle para ensaios
de antibiose foram repicados em seis meios derauttiferentes, meio agar Bennett (MAB),
agar Sabouraud dextrose (SDA), agar m29, agar né@fs, Luria-Bertani broth (LB) e Agar
acrescido de nistatina (ACA+N). Apds o repique,caliuras foram analisadas depois de
mantidas em estufa bacteriolégica por 72 a 96 hare®d7°C. Os repigues nos meios
especificos para crescimento de micro-organismaoldeserviram para se analisar em quais
meios os isolados apresentavam melhor crescimemimzando os resultados de crescimento
microbiano dos micro-organismos isolados e dosavacganismos-controle para ensaios de
antibiose, pode-se assim, selecionar os trés nedhoeios para realizacdo dos ensaios de

antibiose em placa pelo método do trago cruzades-@woss) (Tabela 02, 03 e Figura 22).
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Tabela 02— Resultado do crescimento microbiano dos micgas@smos isolados
do solo em meios especificos para o crescimentoict®-organismos de solo.

s Meios solidos de Agar

m29 m615 ACA+N’ SDA MAB LB
01 ++ ++ +++ ++ +++ +++
02 +++ ++ + + = +++
03 +++ ++ - + +++ ++
04 +++ ++ = ++ ++ ++
05 ++ + ++ ++ +++ -
06 +++ +++ +++ +++ +++ +++
07 +++ ++ + +++ +++ +++
08 ++ ++ ++ ++ ++ ++
09 +++ +++ ++ ++ +++ +++
10 +++ ++ + +++ +++ +++
11 +++ +++ +++ ++ ++ ++
12 +++ ++ +++ +++ ++ +++
13 - + - - - -
14 ++ ++ ++ ++ ++ ++
15 +++ - + ++ ++ -
16 ++ + + + ++ +
17 + + - - - +
18 +++ = ++ +++ +++ +++
19 +++ +++ +++ +++ +++ +++
20 ++ ++ ++ ++ ++ ++
21 ++ + - + ++ ++
22 +4++ +++ +++ +++ +++ +++
23 ++ + + ++ ++ +
24 i - = + + -
25 +++ - - +++ +++ +++
26 +++ +++ = +++ +++ +++
27 + ++ - +++ ++ ++
28 +++ ++ = +++ +++ ++
29 ++ ++ - ++ ++ ++
30 + ++ = +++ ++ ++
31 ++ + - ++ +++ +++
32 ++ ++ = +++ +++ +++
33 + ++ - ++ +++ ++
34 ++ + = +++ ++ +++
35 +++ +++ - +++ +++ ++
36 + ++ = +++ ++ ++
37 +++ +++ +++ +++ +++ +++
38 + ++ = +++ ++ ++
39 +++ ++ +++ +++ +++ +++
40 +++ ++ ++ +++ +++ +++

" Meio Amido-Caseina Agar acrescido de nistatina. Fonte: o autor.

Excelente crescimento: +++ (Colbnias grandes>5 mm)
Bom Crescimento:
Pouco Crescimento:
Nenhum crescimento:

++ (Colbnias médias: <5 mmee2 mm)
+ (Coldnias pequenas: < 2 mm > 0 mm)
— (Colbnias: 0 mm)
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Figura 21. Grafico apresentando o crescimento dos microrigsgas isolados
em cinco diferentes meios de culturas.
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Excelente crescimento:+++ (Colbnias grandes> 5 mm) Fonte: o autor.
Bom Crescimento: ++ (Coldnias médias: <5 mm>e2 mm)

Pouco Crescimento:  + (Colbnias pequenas: <2 mm > 0 mm)
Nenhum crescimento: —(Colénias: 0 mm)

Os resultados quanto ao crescimento de micro-ag®s isolados do solo nos cinco
diferentes meios sélidos, de modo geral, apresamtdnons resultados de crescimento. No
meio m29, 32 isolados (80%) apresentaram excet@aseimento (+++) ou bom crescimento
(++); no meio m615, 28 isolados (70%) apresentaarelente ou bom crescimento; no meio
SDA, 33 isolados (82,5%) apresentaram excelentbomu crescimento; no meio MAB, 36
isolados (90%) apresentaram excelente ou bom orestdh e no meio LB, 33 isolados

(82,5%) apresentaram excelente ou bom crescimento.

Tabela 03— Crescimento microbiano dos micro-organismos+otapara ensaios de
antibiose em meios especificos para o crescimentoicko-organismos de solo.

. ‘ Meios solidos de Agar
Microganismos

M29 M615 SDA MAB LB
Staphylococcus aure +++ ++ +++ +++ +++
Candida albican +++ +++ +++ +++ ++
Mycobacterium smegma +++ +++ +++ +++ +++
Pseudomonas aeruginc + - - 153 1F3F
Excelente crescimento: +++ (Colbnias grandes> 5 mm) Fonte: o autor.
Bom Crescimento: ++ (Colbnias médias: <5 mmee2 mm)
Pouco Crescimento: + (Coldnias pequenas: < 2 mm > 0 mm)

Nenhum crescimento: — (Colbnias: 0 mm)
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Com excecao dRseudomonas aeruginosgiie somente apresentou bom crescimento
nos meios MAB e LB, todos os outros micro-organistoontrole para ensaios de antibiose
(Staphylococcus aureusCandida albicanse Mycobacterium smegmalisapresentaram
crescimento de bom a excelente em todos os cinasrde cultura (m29, m615, SDA, MAB
e LB).

Os micro-organismos isolados do solo também forepicados em meio Amido-
Caseina Agar acrescido de nistatina (ACA+N). O md€a\ é especifico para isolamento de
micro-organismos de solo, sua composi¢cdo € ricangmerais comumente encontrados no
solo, o que inibe o crescimento de alguns micr@aiggno nao tipicos do solo, e a nistatina
por ser um antifingico, acrescida ao meio iniberes@mento da maioria dos fungos e

algumas leveduras (Figura 23).

Figura 22. Gréafico demonstrando o crescimento dos isolados
microbianos em meio Amido-Caseina Agar acrescido ndgatina

(ACA+N).
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Excelente crescimente:++ (Coldnias grandes> 5 mm) Fonte: o autor.

Bom Crescimento:  ++ (Colbnias médias: <5 mmee2 mm)
Pouco Crescimento: + (Colbénias pequenas: <2 mm > 0 mm)
Nenhum crescimento= (Colénias: 0 mm)

Com os resultados dos crescimentos microbianosrglo®-organismos isolados do
solo e dos micro-organismos-controle para ensam®sautibiose nos diferentes meios
selecionados para crescimento de micro-organismesld (m29,m615, SDA, MAB e LB),
pode-se entdo, selecionar 0os meios que apresentaranelhores crescimentos nos micro-

organismos-controle, quando nos micro-organismaolades a serem testados para antibiose
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(tabela 03 e 04 e figura 24).

Tabela 04— Meios de cultura selecionados para realizagdendaio
de antibiose em placa.

Isolados Meios Selecionadc
01 m2¢< MAB LB
02 m29 m615 LB
03 m29 MAB LB
04 m29 MAB LB
05 m29 SDA MAB
06 m29 MAB LB
07 m29 SDA MAB
08 m29 SDA MAB
09 m29 MAB LB
10 m29 SDA MAB
11 m29 m615 LB
12 m29 SDA LB
13 m615 - -
14 m29 SDA MAB
15 m29 SDA MAB
16 m29 SDA MAB
17 m29 m615 LB
18 m29 SDA MAB
19 m29 SDA MAB
20 m29 SDA MAB
21 m29 MAB LB
22 m29 SDA MAB
23 m29 SDA MAB
24 m29 SDA MAB
25 m29 SDA MAB
26 m29 SDA MAB
27 SDA MAB LB
28 m29 SDA MAB
29 m615 SDA MAB
30 SDA MAB LB
31 SDA MAB LB
32 SDA MAB LB
33 SDA MAB LB
34 SDA MAB LB
35 m29 SDA LB
36 SDA MAB LB
37 m29 MAB LB
38 SDA MAB LB
39 m29 SDA MAB
40 SDA MAB LB

MAB-Agar Bennett; LB-Agar Luria-Bertani broth; DA&gar Sabouraud Dextrose.
Fonte: o autor.
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Para realizacédo do ensaio de antibiose em plaanfeelecionados os trés meios que
apresentaram os melhores indices de crescimentobiginoo em todos 0s micro-organismos
(isolados e controle). 117 placas foram preparpdes 0 ensaio de antibiose, numa proporcgao
de, 29 (24,79%) foram do tipo Agar m29, 5 (4,27&6aim do Agar m615, 29 (24,79%) foram
do Agar Sabouraud Dextrose, 34 (29,06%) foram dar Rennett e 20 (17,09%) foram do
agar Luria-Bertani Broth (figura 24).

Figura 23. Grafico demonstrando as quantidades de cadadeeialtura
selecionado para o ensaio de antibiose.
40

35

30
25
20
15
10

5

0 T T T T

m29 SDA BN LB

m615

Quantide de cada meio utilizado

Fonte: o autor.

O isolado de numero 13 teve 0 ensaio de antibios@laca realizado em triplicata
apenas no meio 615, pelo motivo de nao ter ap@demrescimento significativo nos demais
meios (m29, SDA, MAB e LB).

6.3 Contagem de unidades formadoras de colbnias

Para se contar as Unidades Formadoras de Coldi#3 ), todas as diluigcbes foram
plagueadas em meio especifico para o isolamentaicte-organismos de solo, meio Amido-
Caseina Agar (ACA), sendo a composicdo deste me@m &m sais minerais, o que favorece
0 crescimento de micro-organismos tipicos de éfpes do solo. A contagem das UFC’s foi
feita nas diluicbes que apresentaram colonias @eororganismos que tiveram atividade
inibitéria de micro-organismos patogénicos (resldtapositivos no ensaio de antibiose em

placa). Estas mesmas diluicbes também foram pldgseam quatro meios de cultura ndo



50

especificos para crescimento de micro-organismasolie(meio Agar Nutriente (AN), Agar
Bennett (MAB), Agar Luria-Bertani Broth (LB) e AgMueller-Hinton (MH)). Os meios de
crescimento microbiano ndo especificos sdo comwmatiiizados na microbiologia para o
crescimento da maioria dos micro-organismos bactesi e fungicos, e 0s resultados da
contagem das UFC’s foram comparadas a fim de s#icae a eficacia do meio ACA na

seletividade de micro-organismos de solo (tabedas 06).

Tabela 05— Média do numero de colénias nos quatro meioudiiras néo
especificos paraicro-organismos de solo.

Ponto/ N° de . . N° de
. n N° de colonia N° de col6nia .
Isolados Profundidade/ col6nia no . . col6nia no
L . no meio MAB no meio LB .
Diluicédo meio AN meio MH
01 e 0! 1A/10cm/1¢* >6 13 2 5*
03 1A/5¢cm/1¢? 1 4 1 >1E
08 e 0 1B/5cm/1(® 0 1 1 ©
16 2B/10cm/1(® 0 1 1 1
19,20e 4 1B/5cm/1(? 1 >22 3 2
21 1B/5cm/1(® 3 0 0 1
23 3A/10cm/1¢* 0 3 1 1
25 3B/5cm/1(¢? 0 0 0 >1€

AN: Agar Nutriente.
MAB: Agar Bennett.

LB: Agar Luria-Bertani.
MH: Agar Mueller-Hinton.
o0; Maior que 300 UFC’s.

Fonte: o autor.

* Uma Unica coldnia cobria aproximadamente 50%ode & placa.

Tabela 06 — Comparativo dos numeros de Unidades Formadogafaldnias
(UFC’s) em meio especificos para isolamento deroaticganismos de solo com a

média de UFC’s em meios ndo especificos.

Valor da médiado

Ponto/ Log das UFC Lo de UEC’s nos Diferenca
Isolados Profundidade/ em meio gmeios N30 percentual de
Diluicédo ACA -~ UFC’s
especificos*
0leO! 1A/10cm/1¢* 33:2.33¢ 70C.00C +210%
03 1A/5cm/1¢* 10C.00C 55(.00C +550%
08 e 0 1B/5cm/1¢° 2.00C.00C 75€.00C -266,67Y
16 2B/10cm/1(° 1.00C.00C 1.00C.00C 0%
19,20e4 1B/5cm/1¢* 23:2.33¢ 70C.00C +300%
21 1B/5cm/1(® 23.332.33¢ 1.00C.00C -2.333,33%
23 3A/10cm/1(* 10C.00C 17.50C -571,42%
25 3B/5cm/1(* 20C.00C 62.500 -320%

ACA: Amido-Caseina Agar.

Fonte: o autor.

*Meios ndo especificos: (AN: agar Nutriente, MARjaé& Bennett, LB: &gar Luria-Bertani broth e

MH: a&gar Mueller-Hinton).

Os valores totais das médias aritméticas das URGismeios ndo especificos

mostraram grande diferenca nos valores de UFC’sneio ACA (meio especifico para

isolamento de micro-organismos de solo). Com excelgidiluicdo 2B/10cm/I) que n&do
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apresentou variacdo no valor da média de UFC, tedasutras diluicdes apresentaram
variacdes bem significativas nos valores das mé&idsFC’s, que variam em até 2.333,33%.
Os resultados demonstraram uma consideravel variag&umero de colbnias nos diferentes
meios de culturas, o que significa que o meio A@Agibilitou o crescimento dos micro-

organismos das amostras de solo.

6.4 Caracterizacdo e identificacdo morfolégica dawicro-organismos

6.4.1 Caracterizacdo macromorfologica das coléniasoladas

A caracterizacdo macromorfolégica das coléniasagad teve por objetivo a analise
das formas de como as colonias se apresentavaptacas em meio seletivo para isolamento
de micro-organismos de solo, meio Amido-Caseinar AgeCA). Foram analisados: o
tamanho, a forma, a elevagéo, as margens, a sopedgficie, a densidade e a consisténcia das
colonias isoladas (tabela 07).



Tabela 07 — Andlise macromorfologica das colbnias isoladas.
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Isolados

Macromorfologia das col6nia

Tamanha Forma Elevacac Margem Cor Superficie Densidadt Consisténcis
01 14 mn Puntiforme Elevad: Inteire Marromr Opaci Opaci Membranos
02 7 mn Filamentos Plan: Crespi Alaranjad: Brilhante Translucidi Butiracei
03 45 mmr Puntiforme Umbilicade Lobad: Branc: Opaci Opaci Quebradig
04 4 mmr Circular Convexi Inteire Crem¢ Brilhante Transldcidi Viscos:
05 13 mm Puntiforme Pulvinada Crenada Alaranjadi Opaci Opaci Membranos

Marrom

06 5 mmr Irregulal Elevad: Inteire Branc: Brilhante Opaci Butiracei
07 5mn Circulan Convexi Filamentos Esbranquicac Opaci Opaci Quebradic
08 8 mmr Irregulal Pulvinadi Crespi Branct Opaci Opaci Quebradic
09 38 mm Puntiforme Pulvinada Crespa Esb'\r/lz;r;?;;]gac/ Opaci Opaci Viscos:
1C 10 mm Irregulal Plang Ondulad; Cremi Brilhante Translucidi Butiracei
11 11 mn Filamentos Pulvinadi Filamentos Cremt Brilhante Transldcidi Viscos:
12 34 mn Irregulal Pulvinadi Crenad Alaranjad; Opaci Opaci Membranos
13 3 mmr Irregulal Pulvinad: Crenad Crem: Brilhante Opaci Membranos
14 1 mm Puntiforme Convexa Inteira Eé!)?;n(;i%g da ey Ot RS
15 6 mmr Puntiforme Elevad: Inteire Crem Brilhante Opaci Viscos:
16 8 mmr Irregula Concavi Inteire Bege Opaci Opaci Quebradic
17 1mm Puntiforme Pulvinad: Crenad Marrom escur Opaci Opaci Quebradig
18 2 mmr Puntifcrme Plan: Inteire Crem¢ Brilhante Transldcidi Viscos:
19 6 mm Rizoide Pulvinadi Crenad Branca/Marror Opaci Opaci Viscost
20 10 mmr Puntiforme Pulvinadi Crespi Branct Opaci Opaci Quebradic
21 15 mm Irregular Pulvinada Inteira esm?cgggnca Opaci Opaci Quebradig
22 2 mmr Filamentos Plan: Crenad Branc: Brilhante Opaci Butiracei
23 9 mnr Rizoide Coéncavi Inteire Alaranjad: Opaci Opaci Quebradig
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Isolados Macromorfologia das colbnia
Tamanha Forma Elevacac Margem Cor Superficie Densidade Consisténcis
24 7 mn Circulan Pulvinadi Inteire Branc: Opaci Opaci Quebradic
25 2 mmr Circular Pulvinadi Ondulad; Branct Opaci Opaci Butiracei
26 15 mn Filamentos Pulvinadi Filamentos Branc: Opaci Opaci Veluda
27 5 mmr Puntiforme Plan: Inteire Crem¢ Brilhante Transldcidi Viscos:
28 5mn Circulan Umbilicade Inteire Branc: Opaci Opaci Quebradic
29 15 mn Filamentos Concavi Crenad Branct Opaci Opaci Veluda
3C 2 mn Puntiforme Elevad: Inteire Crem Brilhante Opaci Viscos:
31 3 mmr Irregulal Convexi Inteire Alaranjad: Brilhante Translucidi Viscost
32 5mnm Irregulal Plan: Ondulad; Alaranjad: Brilhante Translucidi Quebradic
33 4 mmr Puntiforme Concavi Inteire Branct Brilhante Opaci Viscos:
34 1mm Irregulal Convexi Crenad Branca/Marror Opaci Opaci Viscost
35 ~8 mm Puntiforme Umbilicada Inteira EIEIES Ot Ot QuaiEolg
esverdeada

36 >12 mn Irregulal Plan: Ondulad; Alaranjad: Brilhante Translucidi Butiracei
37 >3 mmr Irregula Concavi Ondulad; Alaranjad: Brilhante Opaci Viscos:
38 1mm Irregulal Plan: Ondulad; Crem: Brilhante Translucidi Butiracei
39 1 mm Irregulal Convexi Inteire Alaranjad: Brilhante Translucidi Viscost
40 <1mn Puntiforme Convexi Inteire Alaranjad: Brilhante Translicidi \iscost

Tamanho:  Diametro em milimetros. Referéncia: Konemamal, (2006).

Forma: Circular, irregular, rizoide, filamentosautiforme.

Elevacéo: Céncava, elevada, plana, umbilicadajmada e convexa.

Margem: filamentosa, inteira, crespa, lombada,amare ondulada.

Cor: Alaranjado-esbranquicada, alaranjada, aladanj@arrom, bege, branca, branco-esverdeada, cesbr@nquicada, esbranquigada/marrom e marrom.

Superficie:  Brilhante ou opaca.

Densidade: Opaca, translicida, transparente, outra.

Consisténcia: Butiracea, quebradi¢ca, membranotajare viscosa.
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Para se chegar ao tamanho das colénias, foramlaiddsuas médias aritméticas do
didmetro das coldnias, dadas em milimetros. Osrthosadas colbnias variaram de 1 a 45
mm de tamanho, apresentando uma média total dé 8)8V

As colbnias apresentavam formas circulares, irsegs] rizoides, filamentosas e
puntiformes. Destes, 5 isolados apresentavam-sellaries, 14 irregulares, 2 rizoides, 5
filamentosos e 14 puntiformes.

Quanto a elevacdo, as colbnias apresentavam-seawe®)c elevadas, planas,
umbilicadas, pulvinadas e convexas. Destas, 6deslapresentavam-se concavas, 4 elevadas,
8 planas, 3 umbilicadas, 12 pulvinadas e 7 convexas

As margens das colonias dos isolados apresentavamad filamentosas, inteiras,
crespas, lombadas, crenadas e onduladas. Dedtetosa3 eram filamentosas, 18 inteiras, 4
crespas, 1 lombada, 8 crenadas e 6 onduladas.

As colbnias isoladas apresentaram diversas colesacéomo: Alaranjada/
esbranquicada, alaranjada, alaranjada/marrom, blegeca, branco-esverdeada, creme,
esbranquicada, esbranquicada/marrom e marrom.l@sias distribuiram-se em, 1 colbnia de
cor alaranjado-esbranquicada, 9 alaranjadas, hrgdala/marrom, 1 bege, 11 brancas, 1
branco-esverdeada, 9 cremes, 1 esbranquicadasahgsizada/marrons e 2 marrons.

As superficies das colbnias isoladas apresentanamsuperficie brilhante ou opaca,
destas 10 colbnias apresentavam superficies hétanoutras 10 coldnias apresentaram-se
opacas.

Quanto a densidade, as colénias foram analisadastajia sua transparéncia, a
opacidade e a translucidez, entretanto, nenhun@ieohpresentou-se transparente, ou as
colénias eram opacas (28 colénias) ou transligitiasolonias).

As colbnias também foram analisadas quanto a dénsia, e durante essa analise,
observou-se se as colbnias apresentavam-se corticgcea (consisténcia de manteiga),
guebradica, membranosa, veluda ou viscosa. Na \@gser da macromorfologia das
colénias, 7 apresentaram-se com consisténcia bedifdl2 quebradicas, 5 membranosas, 2
veludas e 14 viscosas.

A caracterizacdo morfologica permitiu realizar utriagem dos micro-organismos

isolados, o que facilitard uma posterior ideraif&o bioquimica e/ou molecular.

6.4.2 Coloragao de Gram

A coloracéo de Gram teve o objetivo a verificagc@opdreza das culturas e a forma
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dos micro-organismos, ou seja, se 0S mesmos possidamas filamentosas ou se
fragmentavam em bacilos, cocos, vibrio ou cocobscé os agrupamentos das células, como:
diplococo, estreptococo, estafilococo ou diplolmacil

Na coloracdo de Gram, os micro-organismos bactsigodem ser divididos em
Gram-positivo (bactérias que se coram em violetared e Gram-negativo (bactérias que se
coram de rosa-vermelho), enquanto isso, 0s miggarnsmos micoéticos (fungos e leveduras)
tém suas paredes e nucleos corados de roxo. Aat@i¥eltraz os resultados obtidos da

observacdo microscopica da coloracéo dos isoladslianos.
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Tabela 08 — Resultados da coloragcdo de Gram dos isolados

microbianos.
Coloracao Coloracao
Isolados ¢ Isolados ¢
de Gram de Gram
01 Bacteria 21 Levedura
Gram +
Bactéria
02 Levedura 22
Gram —
03 Levedura 23 Fungo
Bactéria
04 24 Fungo
Gram + 9
05 Fungo 25 Levedura
06 SEIaE] 26 Levedura
Gram —
Bactéria
07 Levedura 27
Gram —
08 Fungo 28 Levedura
Bactéria
09 29 Fungo
Gram + 9
Bactéria
10 30 Levedura
Gram +
11 Bactéria 31 Bactéria
Gram — Gram +
12 Fungc 32 Levedur:
13 Bactéria 33 Bactéria
Gram — Gram +
14 Levedura 34 SEIaE]
Gram —
Bactéria
15 35 Levedura
Gram —
Bactéria
16 Fungo 36
9 Gram —
17 Levedura 37 Levedura
18 Bactéria 38 Bactéria
Gram — Gram —
19 Levedura 39 Bacteria
Gram —
20 Levedura 40 Levedura
Total de Gram-positivo: 6 Fonte: o autor.
Total de Gram-negativo 11
Total de fungos: 7
Total de leveduras: 16

Na visualizacdo dos esfregacos dos micro-organistoogdos, pode-se verificar a
diversidade de formas existentes nos isolados.4Dosiicro-organismos isolados, 6 (15%)
eram de bactérias Gram-positivo, 11 (27,5%) deébast Gram-negativo, 7 (17,5%) de
fungos e 16 (40%) de leveduras.
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6.4.3 Caracterizagdo da micromorfologia dos isolado

Com a coloracdo de Gram dos esfregacos dos migeotsmos, pode-se observar
microscopicamente a morfologia dos isolados, o passibilitou verificar a forma e o

agrupamento dos micro-organismos, além da purezaularas (tabela 09).
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TABELA 09 — Analise da micromorfologia dos micro-organismosados pelo método de

Gram.
~ Micromorfologia dos micro-organismos
Isolados  Coloracédo
Forma Agrupamento Cultura

01 Gram+ Cocc Filamentos Pure
02 Levedur: Bastonet - Pure
03 Levedur: Bage Micélio Pure
04 Gram+ Cocc - Pure
05 Fungc Filamentos Micélio Pure
06 Gram-— Cocc - Pure
07 Levedur: Espiralad - Pure
08 Fungc Filamentos Micélio Pure
09 Gram+ Cocc Filamentos Pure
10 Gram+ Bacila - Pure
11 Gram- Cocc - Pure
12 Fungc Filamentos Micélio Pure
13 Gram- Cocc - Pure
14 Levedur: Oval - Pure
15 Gram- Cocc - Pure
16 Fungc Filamentos Micélio Pure
17 Levedur: Bastonet - Pure
18 Gram- Bacila - Pure
18 Levedur: Bastonet - Pure
20 Levedur: Filamentos - Pure
21 Levedur: Bastonet - Pure
22 Gram- Bacila - Pure
23 Fungc Filamentos Micélio Pure
24 Fungc Filamentos Micélio Pure
25 Levedur: Oval - Pure
26 Levedur: Bastonet - Pure
27 Gram- Cocc - Baixa contaminag
28 Levedur: Bastonet - Pure
29 Fungc Filamentos Micélio Pure
30 Levedur: Filamentos - Levemente contamina
31 Gram+ Bacila - Pure
32 Levedur: Bastonet - Contaminada por Levedts
33 Gram+ Cocc - Contaminada por Levedis
34 Gram— Cocc - Pure
35 Levedur: Oval - Pure
36 Gram- Cocc - Contaminada pccoco-
37 Levedur: Oval - Pure
38 Gram— Cocc - Pure
39 Gram- Bacila - Pure
40 Levedur: Oval - Pure

Fonte: o autor.
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Com a analise microscopica dos esfregacos dosl@mlpode-se assim, observar que
dos 17 micro-organismos bacterianos (42,5% do teaisolados), apenas 6 isolados eram
actinomicetos (15% do total de isolados), sendmacbs e 2 bacilos Gram-positivos. 8 cocos
e 3 bacilos Gram-negativos.

Dos 23 isolados micéticos (57,5% do total), 7 s@ofuhgos filamentosos, 7 de
leveduras em formato de bastdo (bastonetes), Hleweem forma de baga, 1 leveduras

espiralada, 5 leveduras ovais e 2 leveduras filtmsas (Figura 25 e 26).

Figura 24: Fotomicrografias dos isolados com atividade awtiaiiiana corada
pelo método de Gram® — isolado 01B — isolado 03C - isolado 05D —
isolado O8E — isolado O9F — isolado 16 — isolado 19H — isolado 201 —
isolado 21;] — isolado 23K —isolado 25 ¢ — isolado 40.

Fonte: o autor.
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Figura 25. Gréafico demonstrando a quantidade dos tipos deromi
organismos isolados.
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Fonte: o autor.

Na observagdo microscopica dos esfregacos corattosngtodo de Gram, os isolados
27, 30, 32, 33 e 36 apresentaram contaminagao ytoysomicro-organismos, e por haver a
necessidade de se obter colonias puras, forans fie@fmques consecutivos, utilizando-se da
técnica de esgotamento (figura 15), descrita paures, (1995) até a obtencdo de culturas
puras, que foram posteriormente confirmadas pelaalizacdo microscopica dos esfregacos
corados pelo método de Gram.

Foram cruzados os resultados obtidos da obseragfioscopica dos esfregacos dos
micro-organismos isolados pela coloracdo de Gram @® locais de coletas das amostras de
solo, e os dados sao apresentados na tabela 10.



Tabela 10 —Local de coleta de cada tipo de isolado.

Sitio-Ponto/ Coloragac
Isolados Profundidade- de Forma
Diluicédo Gram

01 1A /10 cm- 10* + Cocc
02 1A /5 cm- 1C° Levedur: Bastonet
03 1A /5 cm- 10* Levedur: Bage
04 1A /5 cm-10° + Cocc
05 1A /10 cm- 10* Fungc Filamentos
06 1A /10 cm- 10* - Cocc
07 1A /10 cm- 10* Levedur: Espiralad
08 1B /5cm-10° Fungc Filamentos
09 1B/5cm- 10° + Cocc
10 1B/ 10 cm- 10* + Bacilo
11 1B/ 10 cm- 10 - Cocc
12 2A /10 cm- 10* Fungc Filamentos
13 2A /10 cm- 10° - Cocc
14 2B/ 1Ccm- 10 Levedur: Oval
15 2B/ 10 cm- 10* - Cocc
16 2B /10 cm- 10° Fungc Filamentos
17 2B/5cm- 10° Levedur: Bastonet
18 2A /10 cm- 10 - Bacilo
19 1B /5 cm- 1C* Levedur: Bastonet
20 1B /5 cm- 1C* Levedur: Filamenose
21 1B /5 cm- 10° Levedur: Bastonet
22 1B/5cm- 10° - Bacilo
23 3A /10 cm- 10* Fungc Filamentos
24 3B/5cm-10* Fungc Filamentos
25 3B/5cm- 10* Levedur: Oval
26 1A /5 cm- 1C° Levedur: Bastonet
27 1A /10 cm- 10° - Cocc
28 1B/ 10cm- 10°® Levedur: Bastonet
29 1B /5 cm- 10* Fungc Filamentos
30 1B/ 10 cm- 10°® Levedur: Filamenose
31 1B/ 10 cm- 10° + Bacilo
32 2A /5 cm-10° Levedur: Bastonet
33 2A /5 cm-10° + Cocc
34 2B /5 cm- 10* - Cocc
35 2B/ 10 cm- 10° Levedur: Oval
36 2B /5 cm- 10° - Cocc
37 2B /5 cm- 10° Levedur: Oval
38 3B/ 10 cm- 10° - Cocc
39 1B/ 10 cm- 10° - Bacilo
40 1B/5cm- 10* Levedur: Oval

Fonte: o autor.
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Do pontoA, do sitio de coletd, foram isolados dois cocos Gram-negativos, dois
cocos Gram-positivos, quatro leveduras e um funggméntoso, totalizando 9 micro-
organismos. Do pont®, do mesmo sitio de coletd)( foram isolados um coco Gram-
negativo, um coco Gram-positivo, dois bacilos Gragativos, dois bacilos Gram-positivos,
seis leveduras e dois fungos filamentosos, totadi@al4 micro-organismos.

Foram isolados do pon#, sitio 2, um coco Gram-negativo, um coco Gram-positivo,

um bacilo Gram-negativo, uma levedura e um funggméntoso, totalizando 5 micro-
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organismos. Do pontB, ainda no siti@, foram isolados trés cocos Gram-negativos, um coco
Gram-positivo, quatro leveduras e um fungo filatosas, totalizando 8 micro-organismos.

O pontoA do sitio3 teve apenas um fungo filamentoso isolado, enti@tanpontoB
teve um coco Gram-negativo, uma levedura e umgduilamentoso isolado da amostra,
totalizando 3 micro-organismos.

Os actinomicetos foram caracterizados por macrasa®s colénias, microscopia dos
esfregacos colorados pelo método de Gram e pelaommicfologia dos micélios dos
microcultivos. Estas analises visaram uma caraeigfio de género e foram baseadas nas
descri¢cOes de Larone, (1993); Fischer & Cook, 1200/atanabe, (2002) e The University of
Adelaide, (2011).

6.4.4 Caracterizacdo morfologica dos microcultivos

A técnica do microcultivo, adaptada de Stardéyal, (1989) e Holtet al, (1989)
possibilitou a observacdo de véarias -caracteristioawfolégicas dos isolados que
apresentaram atividade bioativa no ensaio de as#bitais como: ramificagdo do micélio

sobre o substrato, formacdo de micélio aéreo, featmgao e a producdo dos esporos (figura

27 e tabela 11).

Figura 26: Fotografias dos microcultivos dos isolados comwigdde
bioativa para antibiosé — isolado 01B — isolado 03C — isolado 05P

— isolado 0O8E — isolado 09F — isolado 16G — isolado 19H — isolado
20; | —isolado 21] — isolado 23K — isolado 25 & — isolado 40.

S ——

. - /;v '
/ ' \ |7 ‘ !
\ /

N/

Fonte: o autor.



Tabela 11 —Micromorfologia dos microcultivos dos isolados rolgianos bioativos para antibiose.
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Morfologia do microcultivo

Isolados ~ . isténci . ..
Tafnanho Elevacédo Bordas  Estrutura Brilho Cor CRn=EETER) Forma Quantidade Superficie
(didametro) aspecto

01 5mn Achatadi Lisa Granulos  Transparen Incolor - Circulan Abundarte Brilhante
03 - - Fllan;ento Filamentosa Transparente Incolor - Circular Escasso -

05 4 mmr Achatadi Lisa Granulos  Transparen Incolor - Circulan Abundant Brilhante
08 3 mmr Achatad: Lisa Granulos  Transparen Branct Leitose Circular Abundane Brilhante
09 4 mmr Achatadi Lisa Lisa Transparen Branc: Leitose Circulan Abundant Brilhante
16 - Ondulad; - Granulos  Transparen Incolor - Puntiforme Escass -

19 3 mm Elevada F|Ian;ento Filamentosa Opaca Marrom Quebradica Rizoide Abuedan Fosca
20 3 mm Protueberar Fllan;ento Filamentosa Opaca Branca Quebradica Rizoide Abundante Fosca
21 - Achatada F|Ian;ento Filamentosa Opaca Branca Quebradica Filamento Escasso Fosca
23 5 mmr Convexi Lisa Lisa Brilhante Incolor - Irregulal Abundant Brilhante
25 4 mm Convexa F|Ian;ento Filamentosa Brilhante Incolor - Rizoide Abundante oséa
40 5 mnr Convexi Lisa Granulos Translucidi Branc: Leitose Irregula Abundant Brilhante

Tamanho: Didmetro em milimetros (Grand& mm) (Média> 2 mm e < 5 mm) (Pequena 2 < mm).
Elevagdo: Codncava, elevada, ondulada, protuberactiatada e convexa.

Bordas: Lisas, laceradas, lombadas, filamentosasleladas.

Estrutura: Lisa, granulosa, filamentosa e rugosa.

Brilho: Brilhante, Opaca, Transllcida, Transpareatgra.

Cor: Incolor, Branca, Amarela, Preta, Camurca, ih@raoutra.

Consisténcia/aspecto: Butirdcea, viscosa, Umidmbrenosa, quebradica, leitosa, outra.

Forma: Circular, irregular, rizoide, filamentospuetiforme.

Quantidade: Escasso, Moderado, Abundante.

Superficie: Brilhante, Fosca.

Referé@aemaret al, (2006).
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Os micro-organismos com atividade bioativa parabmse apresentaram na
observacdo dos microcultivos uma morfologia benmemivicada. Alguns isolados
apresentaram cores pouco diversificadas de seudiosicprincipalmente do micélio
aéreo, que apresentaram cores como: branca (isot8jo09, 20, 21 e 40), marrom
(isolado 19) ou incolor (isolados 01, 03, 05, 15e25).

Alguns micro-organismos isolados apresentaram icnesto linear (isolado 19
e 20), entretanto, a maioria apresentou um crestameircular, e destes foram
medidas os diametros do cultivo, que variaram de 38 mm. Os isolados 03 e 21
apresentaram uma transparéncia que impossibilitaumedicao.

Apesar da dificuldade de visualizacdo dos isoladas microscopia dos
microcultivos, principalmente devido a transparéraids micro-organismos e da nao
utilizacdo de corantes, alguns isolados apresentdaa visualizacdo, como 0s
isolados 03, 19, 20, 21, e 25, que apresentaramt@sts e bordas visivelmente
filamentosas na observagcdo microscépica do midiesocutom aumento de 400x. O

isolado 40 apresentou estruturas granulosas edtisda (figura 28).

Figura 27: Fotomicrografias dos micélios dos microcultivos d&cro-
organismos isolados com atividade bioativa par#iase. A — isolado 03B —
isolado 19;C — isolado 20D — isolado 21E — isolado 25F — isolado 40.
Aumento 400x.
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Fonte: o autor.

A andlise da consisténcia e do aspecto foi realitadando-se os cultivos com
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o auxilio de uma agulha bacteriolégica durantesaalizacdo. Os isolados 08, 16 e 40
apresentaram consisténcia leitosa, e o0s isoladgs2@9e 21 apresentaram-se

qguebradicos. Os isolados 01, 03, 05, 16, 23 e Bfsaptavam elevacgéo tao achatada
ou quantidade muito escassa que nao foi possivaiifcacdo de suas consisténcias e

de seus aspectos.

6.5 Triagem de isolados com atividade antimicrobiaan

Os quarenta micro-organismos isolados de amosgra®ld foram triados em
ensaios de antibiose em placa. O teste seleciopa@otriagem em placa foi o ensaio
de antibiose em trago cruzado (cris-cross). A Bitlrde da inibicdo foi medida pela
distancia entre o micro-organismo isolado do solosemicro-organismos-controle
(micro-organismos padronizados para ensaios déi@se). Dos quarenta micro-
organismos isolados, doze (30%) apresentou inibigdiocrescimento dos micro-
organismos-controle. O percentual de isolados aptes-se abaixo do observado na
literatura, Ujikawa,et al (2005) isolou do solo do cerrado regido de Anaaag 64
cepas, 34 (53,1%) apresentaram atividade antimamalguando cultivadas em meio
sélido, sendo que 21 cepas apresentaram atividadgacS. aureus 17 contra
A.oryzae 13 contreC. albicanse 6 contreE. coli

Destes micro-organismos isolados com atividadetivmgara antibiose, 2 séo
cocos Gram-positivo, 6 sdo de leveduras e 4 sfiondes filamentosos.

Os actinomicetos isolados de 09 e 16, de manena, ggresentaram pouca
atividade contr&taphylococcus aureybactéria Gram-positivo), como observado por
Rangaswami & Oblisami, (1967) que descreve o0 amiagw de diversos
actinomicetos, isolados de diferentes solos daajrebbre bactérias Gram-positivo e
Gram-negativo.

O actinomiceto isolado 01 que apresentou uma #dbigoderada (++) (3 10
mm) contraStaphylococcus aureufontraCandida (levedura) os actinomicetos os
inibiram moderadamente num aspecto geral, espemiémo isolado 01, que
fortemente (+++) (> 10 mm) inibiram esta leveduhs. bactérias Gram-negativo
(Pseudomonas aerugingsae os Bacilos Alcool-Acido Resistentes BAAR
(Mycobacterium smegmatigpresentaram, de maneira geral, fraca inibica¢3+ 0
mm) pelos actinomicetos (com excec¢ao do isolado E8)es resultados apoiam a
observacdo de Gonzalet al, (2005) que demostrou que isolados de actinooscet
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apresentam maior atividade contra bactérias Gragitipm em relacdo as bactérias
Gram-negativo e Micobactérias (BAAR).

No trabalho realizado por Albertt@t al, (2006) osStreptomyceapresentaram
efeito inibitério sobre as bactérias patogénicasn@spositiva, comds. aureus, porém
nao sobre bactérias Gram-negativo coaimonella spp Pseudomonas sppe
Escherichia coli Estes resultados sédo parcialmente semelhantedests pesquisa,
onde os actinomicetos inibiram a bactéria Gram-em®seudomonas aeruginasa

Os fungos filamentosos (isolados 03, 05, 08, 19 ZB), inibiram de forma
moderadaStaphylococcus aureugbactéria Gram-positivo), fraca inibicdo contra
Candida albicans(fungo leveduriforme) e inibicdo moderada contsa bactérias
Mycobacterium smegmatiéBAAR) e Pseudomonas aeruginosgactéria Gram-
negativo).

Os isolados 21, 25 e 40 (leveduras) apresentaramsopdesempenho na
inibicdo dos micro-organismos-controle, especiateme@ontraStaphylococcus aureus
(bactéria Gram-positivo) #ycobacterium smegmatid@AAR), onde apresentaram
uma inibicdo muito fraca ou nula. Contra Gandida albicans (levedura) e
Pseudomonas aeruginogdactéria Gram-negativo), os resultados mostranama
inibicdo fraca. A tabela 12 mostra os isolados atimidade antimicrobiana e os

micro-organismos-controle inibidos por eles.

Tabela 12 —Resultado do ensaio de antibiose pelo métodoago truzado.
Isolados Sthaphylococcus Candida  Mycobacterium Pseudomonas

01 + + ++ + + + +
03 + + + + + + +
05 + + + + + + + +
08 ++ + + + ++ + ++ +
09 Si Sl + Sl
16 + + + + ++ +
19 + + ++ + ++ +
20 + SI + +
21 SI + SI +
23 + + + + + + +
25 + + SI +
40 SI Sl + Sl

Sem inibicao: Sl Referéncia: Konernsaal., (2006).

Fraca inibigao: + (3 <0 mm).

Inibicdo moderada:  ++ (810 mm).

Forte inibi¢ao: +++ (> 10 mm).

Alguns micro-organismos, como os isolados 01, @e 119, de forma geral,
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apresentaram bons resultados na inibicdo de urg, tiés ou até todos os quatro

micro-organismos-controle (figura 29).

Figura 28: Fotografias da antibiose dos isolados pelo métlodvaco cruzado.
A — isolado 01 em meio MABB — isolado 03 em meio m2&, — isolado 05
em meio m29D — isolado 08 em meio MAEE — isolado 09 em meio MAB=
— isolado 16 em meio MABG — isolado 19 em meio m28t — isolado 20 em
meio SDA | — isolado 21 em meio m29;— isolado 23 em meio m2%& —
isolado 25 em meio SDAle — isolado 40 em meio SDA.

Dos micro-organismos produtores de metabdlitostivios isolados do solo
por Rodrigues, (2006), o género Streptomyces septeu 70% dos isolados
produtores de compostos bioativos e o género Nizcaegresentou 20% dos micro-
organismos com atividade antimicrobiana, e o numdeo actinomicetos que
apresentaram atividade antimicrobiana isoladosanassquisa foi bem menor do que
0 esperado, apenas trés foram isolados (01, 09,eeldntrariamente, esperava-se
isolar um namero bem menor de leveduras em relagé@ctinomicetos, isso porque,
no plaqueamento, foi utilizado um meio soélido effier para o isolamento de
actinomicetos, o meio Amido-Caseina Agar (ACA). rBuicesso no isolamento de
actinomicetos da rizosfera pode ser devido aodata suspensao utilizada estar muito
diluida. Keast & Tonkin, (1983) também citam difitades em isolar actinomicetos

de rizosfera.
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Ujikawa, (2003) observou uma diferenca no namerondero-organismos
isolados numa mesma regido em periodos distintlesolBservou que um ndamero
maior de actinomicetos isolados era registrado enogos de chuvas recentes do que
periodos de estiagens prolongadas, tal fator pedecdntribuido para o numero
pequeno de actinomicetos terem sidos isolados pestguisa, uma vez que, a coleta
do solo foi realizada no més de novembro, em aitgpbrada do “verdo amazonico”.

Durante o repique dos isolados em meios especifiena crescimento de
micro-organismos de solo, também estes foram répic&m meio Amido-Caseina
Agar acrescido de nistatina (ACA+N), e a nistatisando um antifingico, foi
acrescentada ao meio na tentativa de inibicdo wugos (tabela 03), e mesmo assim,
fungos e leveduras apresentaram crescimento noumapenas uma pequena reducao
no crescimento em comparagdo ao meio ACA sem @&a@oré de nistatina (isolados
05, 08, 19, 20, 23, e 40).

A nistatina € um antifiingico poliénico do tipo &tno, e a adicdo de nistatina
no meio de isolamento favorece o isolamento denatiicetos produtores de
antibidticos poliénicos, entretanto, Ujikawa, (2P0erificou no isolamento de micro-
organismos do solo do cerrado brasileiro que, mudastas cepas de micro-
organismos eram altamente produtoras de antifusg&mmelhantes a nistatina,
tornando-os assim, resistentes a inibicdo pelatmst

Liu et al, (2007) além de analisarem a atividade antimienudni verificaram
atividade antitumoral e outras propriedades medigirde 155 micro-organismos
isolados do solo e de plantas, a maioria de actoeios, na cidade de
Xishuangbanna, localizada na China. Os resultatbbdos mostraram que 42% dos
isolados exibiram antagonismo contra cepas patogem 54,5% mostraram uma boa

inibicdo das células tumorais.
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7 CONCLUSOES

1. O solo da savana amazbnica amapaense apresentoupedacao
microbiana bastante heterogénea quanto a locatizigsi sitios de coleta, e
as amostras de solo coletadas ao sul do Estadseapaeam uma populacéo
de micro-organismos bem mais diversificada em &elaap sitio localizado
ao norte.

2. Esperava-se encontrar uma predominancia de actetosi nos micro-
organismos isolados do solo da savana, entretargoactinomicetos
representaram apenas 6 dos 40 micro-organismdaddsy sendo 0s
restantes formados por 11 bactérias Gram-negatifumgos filamentosos e
16 leveduras.

3. Os 40 micro-organismos isolados do solo foram destgara antibiose em
placa pelo método do traco cruzado (cris-cross)lestes apenas 12
apresentaram atividade inibitoria contra pelo memmsmicro-organismo-

controle.

4. Os actinomicetos apresentaram forte atividade tamki contra bactérias
Gram-negativo. De forma geral, as leveduras e ogofsi filamentosos nao
tiveram forte inibicdo contra 0s micro-organismosicole, entretanto,
apresentaram inibicAo moderada a fraca contra qtekEs oS micro-
organismos testados.

5. Os actinomicetos, os fungos filamentosos e as leasdisoladas do solo
que apresentaram atividade inibitoria possivelmeapeesentam grande
potencial de bioprospeccéo para producao de swlEssdantimicrobianas.
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8 PERSPECTIVAS

1. Avaliar a capacidade dos micro-organismos mais [@ores na producao
de compostos bioativos contra outros micro-orgamssnutilizando-se de
diferentes metodologias.

2. Purificar, classificar, identificar a estrutura mida fundamental (por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclet3tar os metabdlitos

secundarios bioativos.

3. Identificar 0s micro-organismos triados para aasbi por métodos
moleculares de sequenciamento da regido 16S do DNA.

4. Testar a toxicidade pré-clinica dos metabdlitosuséérios com atividade
antimicrobiana produzida pelos micro-organismoados.

5. Isolar mais micro-organismos de outros pontos amsstlo solo da savana
e de outros ecossistemas, além de testa-los pékdose contra outros

micro-organismos-control@ vitro e emin vivo.
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APENDICE A — Caracteristicas macromorfoldgicas analisadasalasias isoladas.

Caracteristicas Morfologia das col6nias isoladas

Butiracea, viscosa, Umida, membranosa,

Consisténcia/aspecto _ _
guebradica, leitosa, outra.
Cor Branca, amarela, preta, camurca, laranja, outra.
Brilho Brilhante, Opaca, Transllcida, Transpareatgta.
Superficie Brilhante, Fosca, outra.
Diametro em milimetros (Grande 5 mm) (Média
Tamanho
=2 a5 mm) (Pequera2 mm).
Elevacéo
protuberante achatada convexa
Forma Q {} -@i ;é %
circular irregular rizéide filamentosa puntiforme
Margem/Borda ]\/@ M %ﬁ h
$15:3
lisos lacerados lobados filamentosos ondulados
Estrutura

lisa granulosa filamentosa rugosa

Fonte: Konemaet al, (2006).



81

APENDICE B — Resultados obtidos nos ensaios de estrias crupatiasinibicdo
dos micro-organismos-controle pelos micro-organsimolados.

Meio Agar Benneti

Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
12 mn 15 mn 2 mrr 6 mrmr
Isolado Meio Amido-Caseina Aga
01 Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
SC 13 mn 18 mn SC
Meio Agar LB
Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
0mm 12 mn 0 mmr 0 mmr
Meio Agar LB
Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
>3 mrmr >5 mrmr >5 mrmr >3 mmr
Isolado Meio Agar m2¢
03 Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
>7 mn >3 mn 12 mn >3 mn
Meio Agar Benneti
Sthaplylococcus Candide Mycobacteriur Pseudomona
10 mn >3 mn 11 mm >3 mn
Meio Agar Sabourauc
Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
8 mrmr 5 mmr 12 mn 7 mrr
Isolado Meio Agar Bennet
05 Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomaas
11 mn 6 mmr 8 mrmr 9 mrmr
Meio Agar m2¢
Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
6 mrmr >2 mn 7 mrr >6 mm
Meio Agar Sabourauc
Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
11 mn 0 mmr 9 mrmr 9 mrmr
Isolado Meio Agar Bennet
08 Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
17 mn >8 mm 15 mn 18 mn
Meio Agar m29
Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
16 mn >7 mn >12 mn 18 mn




82

Meio Agar Benneti

Sthaphylococcu Candid: Mycobactrium Pseudomona
0 mmr 0 mmr 3 mir 0 mmr
Isolado Meio Agar m2¢
09 Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
0 mmr 0 mmr 0 mmr 0 mmr
Meio Agar LB
Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
0 mmr 0 mmr 0 mmr 0 mmr
Meio Agar Sakouraud
Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
SC >1 mmr 8 mmr 12 mn
Isolado Meio Agar m2¢
16 Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
4 mmr >1 mmr >3 mn 3 mir
Meio Agar Benneti
Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomon:
SC 5 mmr >13 mn >18 mn
Meio Agar m2¢
Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
1 mm 9 mrmr >2 mn 1 mm
Isolado Meio Agar Sabourauc
19 Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
SC 0 mmr 21 mn 18 mn
Meio Agar Benneti
Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
3 mrir SC 16 mn 12 mn
Meio Agar Sabourauc
Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
0 mmr 0 mmr 1 mm 0 mmr
Isolado Meio Agar Bennet
20 Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomaas
1 mm 0 mmr 3 mir 1 mmr
Meio Agar m29
Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
0 mmr 0 mmr >2 mn 0 mmr
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Meio Agar LB
Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
0 mmr 0 mmr 0 mmr 0 mmr
Isolado Meio Agar m2¢
21 Sthaphyococcus Candide Mycobacteriur Pseudomona
0 mmr 1 mm 0 mmr 2 mmr
Meio Agar Benneti
Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
0 mmr 0 mmr 0 mmr 0 mmr
Meio Agar Benneti
Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
2 mm 1 mm 0 mmr 1 mm
Isolado Meio Agar m2¢
23 Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
3 mir >1 mmr >3 mn 3 mir
Meio Agar Sabourauc
Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
16 mn 4 mmr 18 mn 15 mn
Meio Agar Sabourauc
Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
0 mmr 1 mm 0 mmr 0 mmr
Isolado Meio Agar m2¢
25 Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
0 mmr 2 mmr 0 mmr 0 mmr
Meio Agar Benneti
Sthaphylococcu  Candida albican Mycobacteriur Pseudomona
3 mm 3 mir 0 mmr 4 mmr
Meio Agar Benneti
Sthaphylococcu Candid: Mycobacteriur Pseudomona
0 mmr 0 mmr 0 mmr 0 mmr
Isolado Meio Agar LB
40 Sthaphylococcu Candide Mycobacteriur Pseudomona
0 mmr 0 mmr 0 mmr 0 mmr
Meio Agar Sabourauc
Sthaphyococcus Candid: Mycobacteriur Pseudomona
0 mmr 0 mmr 8 mmr 0 mmr

Fonte: o autor.
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APENDICE C — Microfotografias dos esfregacos corados pelo métiGram dos
micro-organismos isolados do sakosavana amazOnica amapaense.

I I m v

£ 1

XXVIIT

XXX

XXXVIIL

Fotomicrografias dos micro-organismos isoladosidotado 01; Il — isolado 02; 11l — isolado 03;
isolado 04; V — isolado 05; VI — isolado 06; Vliselado 07; VIII — isolado 08; IX — isolado 09; X —
isolado 10; XI — isolado 11; XlIl — isolado 12; XH*; XIV — isolado 14; XV — isolado 15; XVI —
isolado 16; XVII — isolado 17; XVIII — isolado 1&IX — isolado 19; XX — isolado 20; XXI — isolado
21; XXIl —isolado 22; XXIIl — isolado 23; XXIV —solado 24; XXV — isolado 25; XXVI — isolado 26;
XXVII — isolado 27; XXVIII — isolado 28; XXIX — isado 29; XXX — isolado 30; XXXI — isolado 31;
XXXII — isolado 32; XXXIIl — isolado 33; XXXIV — islado 34; XXXV — isolado 35; XXXVI —
isolado 36; XXXVII — isolado 37; XXXVIII — isolad®8; XXXIX — isolado 39; XL — isolado 40.
Fonte: o autor.

* N&o foi possivel obter uma boa fotomicrografiaisiwado 13.



