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RESUMO

Fungos continuam sendo uma das fontes mais importantes de compostos bioativos, entre 0s
quais, o género Aspergillus predomina como uma alternativa para producdo de metabolitos
secundarios de interesse industrial, especialmente como fonte de antimicrobianos, enzimas e
antioxidantes. Este trabalho teve como objetivo verificar a influéncia do método de
preservacdo na atividade de metabdlitos secundarios e selecionar uma espécie de Aspergillus
como fonte de compostos com atividade antimicrobiana. A atividade antimicrobiana contra
bactéria Gram-positiva (Staphylococcus aureus), Gram-negativa (Escherichia coli) e a
levedura Candida albicans foi determinada pelas técnicas da difusdo em &gar e bioautografia.
A viabilidade dos fungos foi realizada com base nas caracteristicas morfoldgicas e estruturas
de reproducéo das espécies de Aspergillus. A produgdo dos compostos bioativos foi realizada
em agar extrato de levedura sacarose (YES). Os extratos organicos, etandlico, acetato de etila
e hexanico obtidos das culturas foram testados pelo método de difusdo em &gar por poco
frente a Staphylococcus aureus (bactéria Gram-positiva), Escherichia coli (Gram-negativa) e
Candida albicans (fungo unicelular). Os resultados mostraram que fungos filamentosos
continuam sendo uma das fontes mais importantes de compostos bioativos, entre o0s quais, 0
género Aspergillus predomina como uma alternativa para producdo de metabdlitos de
interesse industrial, a exemplo da Lovastatina e outros antimicrobianos. Os extratos que
demonstraram antibiose por difusdo em &gar foram analisados pelo método de bioautografia
por imersdo em &gar e posterior determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI)
utilizando o método de diluicdo em placa multipocos. A viabilidade das espécies de
Aspergillus predominou nas culturas preservadas em dagua destilada, o fenémeno do
pleomorfismo foi observado em 2,5% e 7,5% das espécies de Aspergillus preservadas em
agua e 6leo mineral, respectivamente. A contaminacdo por outros fungos filamentosos foi
constatada em 2,5% tanto nos preservados em agua quanto em 6leo mineral. O perfil da
atividade antimicrobiana por difusdo em &gar mostrou a atividade de um a trés dos extratos
das culturas dos Aspergillus de forma predominante frente a S. aureus. O crescimento de E.
coli e C. albicans foi inibido somente por extrato acetato de etila de A. japonicus DPUA 613
e extrato etandlico de A. flavo furcatis DPUA 1451, respectivamente. Na bioautografia, a
atividade antimicrobiana foi detectada em diferentes compostos frente a S. aureus, variando
de uma a trés zonas de inibicéo, na faixa de Rf de 0,70 a 0,81. Neste teste, A. flavo furcatis
DPUA 1451 foi a Unica espécie inibidora do crescimento de C. albicans, composto de Rf 0,75
constituinte do extrato hexanico. Os dados aqui apresentados mostraram que espécies de
Aspergillus, ainda que preservadas por diferentes periodos, em condig¢des in vitro, sintetizam
compostos com atividade antibacteriana e antifungica capazes de inibir o crescimento de S.
aureus, E. coli e C. albicans.

Palavras-chave: Aspergillus, antimicrobianos, difusdo em agar e bioautografia



ABSTRACT

Fungi remain one of the most important sources of bioactive compounds, among which, the
genus Aspergillus predominates as an alternative for the production of secondary metabolites
of industrial interest, especially as source of antimicrobials, enzymes and antioxidants. This
work aimed to verify the influence of the preservation method on the activity of secondary
metabolites and to select a species of Aspergillus as a source of compounds with antimicrobial
activity. The antimicrobial activity against Gram-positive (Staphylococcus aureus), Gram-
negative (Escherichia coli) and Candida albicans yeast was determined by agar diffusion and
bioautography techniques. The viability of the fungi was performed based on the
morphological characteristics and reproduction structures of the Aspergillus species. The
production of the bioactive compounds was carried out in yeast extract agarose extract (YES).
The organic extracts, ethanolic, ethyl acetate and hexane obtained from the cultures were
tested by agar diffusion method against Staphylococcus aureus (Gram-positive bacteria),
Escherichia coli (Gram-negative) and Candida albicans (unicellular fungus). The results
showed that filamentous fungi continue to be one of the most important sources of bioactive
compounds, among which, the genus Aspergillus predominates as an alternative for the
production of metabolites of industrial interest, such as Lovastatin and other antimicrobials.
The extracts that demonstrated antibiosis by agar diffusion were analyzed by agar
immunoassay and subsequent determination of the minimum inhibitory concentration (MIC)
using the multiwell plate dilution method. The viability of Aspergillus species predominated
in cultures preserved in distilled water, the phenomenon of pleomorphism was observed in
2.5% and 7.5% of the Aspergillus species preserved in water and mineral oil, respectively.
Contamination by other filamentous fungi was observed in 2.5% in both water and mineral oil
preserves. The profile of the antimicrobial activity by diffusion in agar showed the activity of
one to three extracts of Aspergillus cultures predominantly against S. aureus. Growth of E.
coli and C. albicans was inhibited only by ethyl acetate extract of A. japonicus DPUA 613
and ethanolic extract of A. flavo furcatis DPUA 1451, respectively. In bioautography,
antimicrobial activity was detected in different compounds against S. aureus, ranging from
one to three zones of inhibition, in the Rf range of 0.70 to 0.81. In this test, A. flavo furcatis
DPUA 1451 was the only growth inhibitory species of C. albicans, composed of Rf 0.75
constituent of the hexane extract. The data presented here showed that Aspergillus species,
although preserved for different periods under in vitro conditions, synthesize compounds with
antibacterial and antifungal activity capable of inhibiting the growth of S. aureus, E. coli and
C. albicans.

Keywords: Aspergillus, antimicrobials, agar diffusion and bioautography



INTRODUCAO

Aspergillus séo fungos anamdrficos comumente isolados do solo, &gua, vegetais ou de
outros substratos constituidos de nutrientes essenciais para o seu crescimento e reproducao
(Teixeira et al., 2011; Pinheiro et al., 2013).

Os representantes do género Aspergillus tém habito diverso, certas espécies sdo
agentes comuns de deterioragdo de alimentos e de outros materiais. Além disso, podem ser
patdégenos oportunistas de humanos e animais, assim como, certas espéecies sintetizam
metabolitos toxicos, a exemplo das micotoxinas. Todavia, existem representantes como A.
niger, A. carbonarius e A. japonicus que sdo geralmente considerados como seguros [GRAS
(Generally Regarded As Safe)], excelentes para uso na industria biotecnologica por
produzirem compostos bioativos de importancia industrial (Perrone et al., 2007; Samson e
Varga, 2009).

Os produtos naturais desempenham um papel importante na descoberta e no
desenvolvimento de novos farmacos no tratamento de doencas humanas. Eles sdo uma fonte
promissora de compostos bioativos e representam um recurso econdémico relevante para a
industria de cosméticos e alimentos (Abdel-Hady et al. 2016).

Produtos naturais constituem mais de 35% dos candidatos a drogas aprovadas ou pre-
aprovadas no periodo de 1981-2010 e, 48,6% das drogas anticancerigenas, desde 1940,
respectivamente. Dentre um milhdo de produtos naturais, aproximadamente 25% séo
biologicamente ativos. Destes, cerca de 60% sdo originarios de plantas e os demais dos micro-
organismos, entre os quais, os fungos se destacam como excelentes fontes de compostos com
atividade bioldgica (Chavez et al,. 2015).

A habilidade dos fungos em secretar e acumular metabolitos secundarios é uma
resposta aos desafios dos ambientes e da competicdo entre espécies (Frisvad e Larsen, 2015).
Provavelmente, a evolucdo dos metabolitos secundarios ao longo de milhdes de anos esta
associada a concorréncia entre 0s micro-organismos que utilizam esses produtos naturais para
controlar os diversos processos celulares e também para comunicacgdo intra e interespécies
(Brakhage, 2013).

Estudos reportam que os Aspergillus sdo fontes ricas de produtos bioativos,
especialmente metabdlitos secundarios, compostos sintetizados na fase estacionaria que sao
estruturalmente heterogéneos e ndo essenciais para O crescimento microbiano, mas
indispensaveis para a defesa nos diversos ecossistemas (Zhang et al., 2016).

Aspergillus terreus produz acido terreciclico A (anticancerigeno e antibacteriano) e a
Lovastatina, composto usado como redutor dos niveis de colesterol. A asperlicina, produzida

por A. alliaceus € usada no tratamento de distarbios neuroldgicos. A equinocandina B, de A.
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nidulans € um antifingico e a fumagilina, de A. fumigatus € um inibidor da angiogénese e
antiparasitario, sdo exemplos de compostos sintetizados por fungos do género Aspergillus
(Bracaense e Takahashi, 2014).

2 REVISAO DA LITERATURA
Aspergillus: caracteristicas, identificacdo e importancia

O género Aspergillus foi nomeado e descrito por Micheli em 1729, ap6s observar o
fungo no microscopio e se lembrar de um “aspergillum”, instrumento usado na igreja catdlica
para borrifar &gua benta. O género esté representado por espécies cosmopolitas, que crescem
em diversos substratos, em plantas, matéria organica em decomposicao, solo, ar/bioaerosais,
animais, agua doce e marinha. As diversas espécies que compdem o género Aspergillus sdo
capazes de utilizar uma grande variedade de substratos e adaptadas a diferentes condicdes
ambientais (Paulussen et al., 2016).

Raper e Fennell (1965) descreveram 132 espécies de Aspergillus e os classificaram
com base nas caracteristicas morfoldgicas em 18 grupos. Klich e Pitt (1988), ainda dividiram
0 género em seis subgéneros, cada um contendo uma ou mais se¢des. Nesta classificacédo, o
termo “Secdo” corresponde aos grupos do sistema de Raper e Fennell. A alteragcdo foi
necessaria porque o termo "grupo" ndo tem relevancia no Codigo Internacional de
Nomenclatura Botanica (ICN).

Samson et al. (2014), em sua revisdo mantém o conceito amplo de Aspergillus e
recomenda a importancia das caracteristicas morfolégicas e de marcadores de DNA para
identificacdo confiavel das espécies. A taxonomia classica de Aspergillus tem como base 0s
caracteres morfoldgicos, fisioldgicos e estruturas reprodutivas citadas por Raper e Fennell.

Aspergillus, género anamérfico, se caracteriza pela producéo de hifas especializadas, o
conidiéforo, tem trés partes: distintas: (1) a parte basal em forma de “T” ou “L” (célula-pé) as
vezes separada por um septo que liga o conidioforo a massa micelial; (2) o estipe, hifa cilindra
e, (3) a vesicula (extremidade alargada). Na vesicula estdo dispostas as células
conidiogénicas, as fialides. Em muitas espécies, entre a vesicula e fialides estdo outras células
chamadas metulas. Cabecas conidiais tém apenas fidlides sdo denominadas unisseriadas,

aqueles com fialides e métulas, bisseriados (Klich e Pitt, 1988) (Figura 1).
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Conidiéforo

Célula-pé

Figura 1. Estruturas caracteristicas do género Aspergillus

O impacto econdmico e social de certas espécies de Aspergillus esta associado a
producdo de compostos bioativos de importancia bioteconoldgica, aos de acdo toxica
(micotoxinas) e, as patologias. Entre esses numerosos fungos anamdrficos, raras sdo as
espécies que tém impactos na saide humana ou animal. Infec¢des sdo tipicamente causadas
por Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger e
Aspergillus terreus, sendo A. fumigatus o responsavel por mais de 90% das infeccGes
seguidos por A. flavus e A. niger (Reis et al., 2015; Paulussen et al., 2016).

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios, de baixo peso molecular, cujos efeitos sdo
crénicos (carcinogénico, lesdo renal e imunodepressdo). Destas, as mais importantes sdo
aflatoxinas B1, G1, B2 e G2, sendo aflatoxina B1 produzida por A. flavus e A. parasiticus o
produto natural mais carcinogénico. Comumente as micotoxinas sdo contaminantes de gréos
armazenados (milho, soja), sementes (amendoim, algoddo), améndoas (castanha do Brasil).
Do substrato, entram na cadeia alimentar humana direta (consumo de oleaginosas e derivados)
ou indiretamente (consumo leite, carne e ovos) (lamanaka et al., 2010; Maziero; Bersot,
2010).

Contrario a esses efeitos maléficos, predominam o0s representantes desse género que
sdo Uteis em processos industriais por sintetizarem compostos bioativos provenientes do
metabolismo primario e/ou secundario que sdo utilizados em benéfico do homem, do meio
ambiente e demais seres vivos (Quadro 1). Entre outros, enzimas, antibiéticos, acidos
organicos, biosurfactantes, antioxidantes, antiprotozoarios e antifungicos tem destaque
comercial (Urik et al. 2014; Samson et al 2014; Sohail et al. 2014; Greco et al. 2015;
Arzanlou et al. 2016).

11



Quadro 1. Exemplos de espécies de Aspergillus produtoras de compostos bioativos.

Espécie Composto Referéncia
A. fumigatus Acetiltiramjna, Cefalimisipa A, Zhao et al. 2010;
' Asperfumoide e Asperfumina Yamada et al. 2007
A. glaucus Antraquinona aspergiolida A Du et al. 2007
A. niger Alfa-pirona e nigerpironas B e E; Liu etal. 2011;
' Ciclohexanonas e ianutonas D e E Bugni et al 2000
- . VVon Nussbaum 2003;
A. ochraceus Estefacidina A; B, 7-nor-ergosteroide Cui et al. 2010
A. sydowi Ac. helvolico Zhang et al. 2008
A. terreus Aspernolida A Parvatkar et al. 2009
A ustus Fer_wilaisftina, Sesquiterpenos, Ustusolato E, Kanoh et al. 1999; Lu et al. 2009;
' OfiobolinaG e H Lu et al. 2009; Cutler et al. 1984
A versicolor C(_)teslosina_A e B, Antraquinonas, Fremlin et al. 2009; Lee et al.
' Nitrobenzoila ester e xantona 2010; Belofsky et al. 1998
A. terreus Lovastatina Lopez et al. 2003

Substancias com atividade antimicrobiana tém ampla aplicacdo na eliminacdo de
patégenos na agricultura, para reducdo das perdas e na comercializacdo de grdos, frutas e
subprodutos alimenticios, assim como, no controle de fitopatdgenos que promovem prejuizos
consideraveis na producdo ou inviabilizar determinadas areas para o plantio (Alves e Nunes,
2016).

Antibidticos sdo substancias do metabolismo secundario de fungos e bactérias com
capacidade de impedir o crescimento ou causar a morte de outros micro-organismos. Os
antibidticos também podem ter procedéncia de sintese, derivados miméticos de produtos
naturais, aléem do metabolismo vegetal. Antibi6ticos naturais podem ser produzidos via
fermentacdo, em meio liquido, seguido do processo filtracdo para separacdo do micélio e, por
extracOes ao final do bioprocesso (Takahashi e Lucas, 2008; Pereira e Oliveira, 2016).

Entre os metabolitos secundarios de origem flngica, os antimicrobianos tém
despertado grande interesse, levando pesquisadores a realizacdo de diversas investigacdes
objetivando a descoberta de novas moléculas ou compostos para o desenvolvimento de novos
antibiodticos ou antifingicos mais eficientes (Cajadoa et al., 2016; Silva et al., 2016).

Os derivados semissintéticos e os equivalentes sintéticos de origem microbiana sédo
amplamente utilizados na medicina para o tratamento de uma série de patologias e também no
setor agricola como herbicidas, inseticidas e fungicidas. Porém, o uso indiscriminado desses
compostos tem contribuido para 0 aumento da resisténcia microbiana a antibiéticos que esta
sendo uma grande ameaca aos cuidados da saude e agricultura (Rutledge et al., 2015).

Assim sendo, o principal fator que justifica a realizagdo de investiga¢fes ainda esta
sendo 0 aumento da resisténcia de bactérias aos antibidticos usados no tratamento de
infeccBes. As linhagens resistentes sdo de dificil combate e induzem doencas infecciosas

graves (Porsani et al., 2013; Pereira; Oliveira, 2016).
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Métodos utilizados para analise da atividade antimicrobiana

Nos estudos que envolvem investigacdo para descoberta de metab6litos com atividade
antimicrobiana séo realizadas diversas metodologias, cujos resultados séo fortemente
influenciados, ndo s6 pelo método selecionado, mas pelos micro-organismos testados e pelo
grau de solubilidade de cada teste (Silveira et al., 2009).

Em fungdo dos fatores que influenciam diretamente no resultado da determinacéo da
atividade antimicrobiana de produtos naturais, ndo tem metodologia padronizada para
expressao dos resultados desse teste (Ostrosky et al., 2008).

Entre métodos empregados para avaliar a atividade antimicrobiana de produtos
naturais, a exemplo dos extratos obtidos dos cultivos de fungos, comumente séo utilizadas
técnicas qualitativas, a de difusdo em &gar (bloco de gelose e difusdo em &gar por pogo ou
cup-plate [Figura 2 (A) e (B)]. Basicamente o método consiste na difusdo do biocomposto no
agar, ou seja, as moléculas imersas no meio liquido (extrato) sdo inoculadas no disco ou um
determinado volume de extrato é transferido para um poco de profundidade e diametro pré-
estabelecido e as placas teste comumente s&o mantidas 18 h a 24 h, a 37 °C (Sohail et al
2014).

Figura 2. Técnica de difusdo em &gar: (A) bloco de gelose; (B) difusdo em agar por poco ou
cup-plate. Fonte: Acervo da Colecdo DPUA/Universidade Federal do Amazonas-UFAM

O teste de difusdo em &gar ou difusdo em placas consiste em avaliar fisicamente uma
espécie microbiana frente a um biocomposto, em meio de cultura sélido. De acordo com cada
grupo de micro-organismo teste sdo utilizados o controle negativo e um positivo. A atividade
antimicrobiana é expressa em relacdo a dimensdo da area de inibicdo (diametro do halo)
(Ostrosky et al., 2007; Das et al. 2010; De Bona et al. 2014; Sohail et al 2014).

O método de difusdo em agar foi aceito pelo FDA (Food and Drug Administration) e
estabelecido como padrdo pelo NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory
Standards Standards) (Alves, et al., 2008; Ostrosky et al., 2007).
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Apesar disso, 0 método de difusdo em agar por pogo, em caldo e a bioautografia sdo
igualmente aceitaveis para medir qualitativamente a atividade in vitro de um composto
bioativo de origem antimicrobiana contra um determinado isolado de bactérias ou fungos e
também extratos de origem vegetal (Masoko e Eloff, 2005; Abdel-Hady et al., 2016)

Nas analises feitas por Silveira et al (2009), concluiram que a técnica de difusdo em
agar por poco se mostrou mais sensivel comparada a de difusdo em disco ao avaliar extratos
vegetais hidroalcoodlicos de vegetal, destacando que as duas técnicas sdo benéficas, simples e
exigem recurso reduzido para determinacdo da atividade antimicrobiana.

De Bona et al. (2014) quando comparou os métodos de difusdo em agar por pogo e por
disco para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, a maioria das bactérias teste foram
inibidas. Todavia, pela técnica do disco, o quantitativo de bactérias inibidas pelos
biocompostos foi reduzido em relacdo a inibicdo significativa observada na técnica do poco.

Outro ensaio utilizado para selecionar compostos naturais altamente eficazes, a
bioautografia proporciona deteccdo de compostos com atividade bioldgica apds separacdo
cromatogréafica e a determinagdo da atividade in situ, facilita a localizacdo e o isolamento
direcionado de constituintes ativos sintetizados por plantas, bactérias ou fungos contra agentes
patégenos que afetam humanos ou plantas. (Das et al. 2010; Botz, 2013; Dissanayake et al.,
2015). E quando hé inibigdo do crescimento microbiano na bioautografia, esse fendmeno é
detectado na forma uma zona clara (halo) (Suleiman, et al., 2009)

Entre outras propriedades da bioautografia esta o impedimento do isolamento de
compostos inativos. Nos ensaios bioautograficos, compostos antimicrobianos insollveis em
agua nao podem ser detectados, porém aqueles soltveis em agua funcionam melhor devido a
difusdo rapida sobre a superficie da placa de cromatografia de camada delgada (TLC)
(Suleiman et al., 2009). Nestas andlises, os procedimentos de extracdo dos compostos devem
ser repetidos usando um grande nimero de sistemas solventes diferentes para separar a maior
diversidade de constituintes quimicos polares e ndo polares frequentemente encontrados em
extratos brutos.

Nesse contexto, trés sdo as varia¢fes de bioautografia que podem ser utilizadas nas
investigacOes para detec¢do de compostos antimicrobianos (Dewanjee et al., 2015; Balouiri et
al., 2016):

(1) Bioautografia de contato ou difusédo em agar, consiste na difusdo direta dos biocompostos
por contato das cromatoplacas na superficie do cultivo do micro-organismo teste (Cheng e
Wu, 2013). A desvantagem desta técnica é a dificuldade em obter o contato completo entre a

cromatoplaca e o agar;
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(2) Bioautografia de imersdo ou sobreposi¢cdo em agar, 0 meio de cultura é adicionado na
cromatoplaca contendo os biocompostos, posteriormente a solidificagdo do meio, 0 micro-
organismo teste é semeado no meio. Como opgdes, inicialmente inocular a suspensdo do
micro-organismo teste no meio de cultura utilizando swab, formando camada uniforme, em
toda extensdo do meio, ou entdo, proceder a inoculacéo ou incorporacdo do micro-organismo
teste a0 meio antes que este seja vertido sobre a cromatoplaca;
(3) Bioautografia direta - trata em adicionar de forma direta ou borrifar a cultura do micro-
organismo teste em meio liquida na cromatoplaca para crescimento direto sobre a
cromatoplaca. Jozwiak et al., (2016) recomendada este tipo de bioautografia para deteccéo e
obtencdo de resultados consistentes de substancias bioativas de Aspergillus, Penicillium e
Cladosporium ou Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Todavia a diversidade e variabilidade dos resultados dos testes bioautograficos sao
influenciados por diversos fatores cromatograficos e microbianos (Botz, 2013), (quadro 2).

Quadro 2. Fatores que influenciam nos resultados dos testes bioautogréaficos

1. O solvente e a concentracdo da amostra | 6. Resolucdo de compostos separados

2. A complexidade da amostra 7. Micro-organismo teste
3. Eluentes (fases moveis) e seus aditivos 8. Condic0es de vida para bactérias de teste (por exemplo, tipo
(exemplo: NH,OH) de meio de cultivo, densidade do in6culo)

9. Pré-condicéo dos solventes, técnicas de desenvolvimento e

4. Tipo de adsorvente condicdo de deteccdo pds-cromatogréfica

10. Derivacdo pos-cromatogréfica, deteccéo (por exemplo,
5. Modo de aplicacdo da amostra humidade da camara, tempo de incubacéo, concentracéo de
bactérias, reagente de deteccdo)

Apesar das vantagens e desvantagens, a bioautografia € um meio de isolamento
direcionado de moléculas ativas no cromatograma que continua sendo um instrumento
simples, eficiente e economicamente viavel para screening de compostos de fontes naturais
(Dewanijee et al., 2015; Grzelak et al., 2016).
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes espécies de Aspergillus para verificar a influéncia do método de
preservacdo na atividade de metabdlitos secundarios contra bactérias e levedura patogénicas

com a finalidade de selecionar uma espécie promissora para futura aplicacdo industrial.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a viabilidade de 10 Aspergillus estocados na Cole¢do de Culturas DPUA,
preservados sob dleo mineral e em &gua destilada esterilizada;

e Proceder a extragdo dos metabolitos secundarios das culturas vidveis das espécies de

Aspergillus em agar Extrato de Levedura Sacarose;
e Auvaliar o potencial de espécies de Aspergillus na producao de biocompostos com atividade
antimicrobiana pela técnica de difusdo em &gar por poco contra diferentes grupos de micro-

organismos patogénicos;

e Determinar a atividade antimicrobiana por meio da técnica de bioautografia dos extratos

com acdo frente aos micro-organismos teste selecionados nos testes de difusdo em agar;

e Determinar a concentracdo minima inibitéria do extrato selecionado nos testes

bioautogréaficos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Micro-organismos

Nesta pesquisa foram avaliados 10 representantes do género Aspergillus, sendo 4
especies do Grupo Niger (Aspergillus niger DPUA 398, A. niger DPUA 399, A. pulverulentus
DPUA 478, A. japonicus DPUA 542, A. japonicus DPUA 613, A. awamori DPUA 1473) e
uma espécie do Grupo Flavus (Aspergillus flavo furcatis DPUA 1451, A. pulverulentus
DPUA 1455, A. flavo furcatis DPUA 1461 e A. flavo furcatis DPUA 1465), 10 culturas
preservadas em Oleo mineral e 10 culturas em agua destilada esterilizada. Os Aspergillus
foram cedidos pela Colecdo de Culturas do Departamento de Parasitologia da Universidade
Federal do Amazonas — UFAM.

4.2 Viabilidade das espécies de Aspergillus

A confirmacdo da viabilidade dos Aspergillus foi realizada nos cultivados agar
Czapek+Extrato de Levedura (CYA), em tubos de ensaio 130 mm x 15 mm. As culturas
foram mantidas a 25 °C por sete dias. Para confirmacdo da viabilidade das espécies foram
observadas as caracteristicas macromorfolégicas e as estruturas de reproducdo (Raper e
Fennel, 1977; Klich e Pitt (1988).

4.3 Producéo e extracdo dos biocompostos

Na determinacdo da atividade antimicrobiana, as espécies de Aspergillus foram
cultivadas em Agar Extrato de Levedura Sacarose (YES), em placa de Petri de 90 mm x 10
mm. Os cultivos foram mantidos a 25 °C por 12 dias. (Klich e Pitt, 1988; Samson et al.,
1995). Para extracdo dos biocompostos, da area central de cada cultura, discos miceliais
foram transferidos para os seguintes solventes organicos, hexano, acetato de etila e etanol 95
% [Nuclear®, P.A. (v/v)]. Apbs 48 horas os extratos foram filtrados em membrana
polietersulfonica (0,22 pm), concentrados e redissolvidos em 500 pL de cada um dos
solventes extrativos e 500 pL de Dimetilsulfoxido [DMSO 10 % (v/v)] (Silva, 2008).

4.4 Determinacdo da atividade antimicrobiana em meio sélido

Os extratos foram analisados frente a trés micro-organismos teste, Candida albicans
DPUA 1706, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli CBAM 001. A levedura
foi cultivada em agar Sabouraud a 25 °C por 48 horas e as bactérias em agar Mueller-Hinton,
a 37 °C por 24 horas. Em cada cultura foi preparada suspensdo celular equivalente a escala de
MacFarland 1. Como controles positivos foram utilizados Itraconazol e Cloranfenicol (200

pg/mL) para levedura e bactérias, respectivamente (Teixeira et al., 2011). De cada suspenséo
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celular, 200 pL foram semeados na superficie de agar Sabouraud ou dgar Mueller Hinton, em
placas de Petri (90 mm x 10 mm), formando uma camada uniforme. Em cada poco foi
inoculado 100 pL dos extratos orgénicos e dos controles. As placas foram mantidas a 37 °C
por 48 horas (levedura) e 24 horas (bactérias). A atividade antimicrobiana foi expressa em

milimetros.

4.5 Bioautografia

Os extratos organicos foram diluidos em cada solvente de extracdo [900 pL (hexano,
acetato de etila e etanol 95 % (v/v)] e 100 pL solucdo aquosa do solvente aprotico e polar
DMSO 10 % (v/v). Os controles e 0s extratos organicos em ordem crescente de polaridade
(hexano, acetato de etila e etanol) foram aplicados em placa cromatogréafica de CCD em silica
gel 60, com indicador de fluorescéncia F2sa4, suporte em aluminio com espessura de 0,2 mm,
medindo 5 cm x 10 cm (MERCK, Alemanha). A eluicdo foi feita em cuba cromatografica
utilizando o sistema (Acetato de Etila/Eter de Petréleo [6:4 v/v (Nuclear®, P.A., Brasil)]. Para
manter o ambiente saturado no interior do recipiente, foi utilizado papel filtro (15 cm x 15
cm). Ao término da eluicdo as placas de CCD foram submetidas a secagem. A revelacdo dos
metabolitos foi realizada por meio de uma lanterna de emissdo de radiacdo ultravioleta, com
luz branca (normal) e luz ultravioleta (365 nm). Os RFs (Fator de Retencdo) foram
determinados por visualizagdo de bandas no cromatograma (Silva et al, 2010).

Para determinacdo da atividade antimicrobiana foi utilizado &4gar Sabouraud ou agar
Mueller-Hinton, (20 mL/40 °C), contendo revelador Cloreto de Trifeniltetrazolium (TTC) 1,0
% (p/v)]. (500 pL) e suspensdo celular de cada micro-organismo teste (500 pL). Essa
formulacdo foi superposta no cromatograma, em placa de Petri (120 mm x 9 mm). Apés a
solidificacdo do meio, as placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas (levedura) e 24 horas
(bactérias). A atividade antimicrobiana foi determinada por visualizacdo da zona de inibi¢cdo
(Silva, 2008; Martins et al., 2012).

__ Distancia de migragdo das moléculas (cm)
Distancia de migracdo dosolvente (cm)

(Equacdo 1) Rf

Para determinagdo da atividade antimicrobiana foi utilizado &4gar Sabouraud ou &gar
Mueller-Hinton, (20 mL/40 °C), contendo revelador Cloreto de Trifeniltetrazolium 1,0 %
(p/v)]. (500 pL) e suspensdo celular de cada micro-organismo teste (500 pL). Essa
formulacdo foi superposta no cromatograma, em placa de Petri (120 mm x 9 mm). Apdés a

solidificacdo do meio, as placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas (levedura) e 24 horas
18



(bactérias). A atividade antimicrobiana foi determinada por visualizacdo da zona de inibic¢éo
(Silva, 2008; Martins et al., 2012).

4.6 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)

A CMI foi realizada de acordo com a metodologia de microdiluicdo em caldo, descrita
no documento M38-A2 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008). O teste
foi realizado em microplaca de 96 pocos, em cada poco foi adicionado 100 pL, exceto
colunas 1 e 12 (50 pL) dos meios caldo Sabouraud e caldo Mueller-Hinton. Na coluna 1 da
placa multipogo foi feito o controle negativo (caldo Sabouraud ou Muller Hinton + extrato
organico) e coluna 2 foi adicionado 100 pL do extrato de maior concentracdo em solucdo
aquosa de Dimetilsulfoxido (DMSO) 10 % (v/v). A partir da coluna 2 foram feitas diluicGes
seriadas, transferindo 100 pL da mistura composta por meio+extrato, sucessivamente até a
coluna 11 e desta, foi descartado 100 puL. Em todos os pogos exceto a coluna 1 foi inoculado 5
ML da suspenséo celular de cada micro-organismo teste, com densidade celular semelhante a
escala de MacFarland 0,5. Na coluna 12 (controle positivo) foi inoculado ao meio as solucfes
de Itraconazol ou Cloranfenicol (50 pL). As placas multipogco foram mantidas a 37 °C por 24
horas. Apds esse periodo, em todos os pocos foi adicionado 10 pL de solucdo aquosa do
revelador Alarmar Blue® (resazurina) a 0,1 % (p/v). Os resultados foram visualizados através
da alteracdo da cor, indicando resisténcia (vermelho) ou sensibilidade (azul). A concentragédo
minima inibitéria (CMI) foi definida como a menor concentracdo do extrato capaz de impedir

0 crescimento microbiano em pg/uL (Regasini et al., 2010; De Bona et al., 2014).

5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nas avaliacbes dos testes de difusdo em agar frente aos micro-
organismos teste estudados neste trabalho foram submetidos a andlise estatistica descritiva
(desvio padrdo e média) e ANOVA, com nivel de significancia de 5 %. As médias diferentes
foram analisadas por meio do Teste de Tukey, utilizando-se o programa Minitab 17.
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ASPERGILLUS FONTES DE COMPOSTOS BIOATIVOS CONTRA BACTERIAS E
FUNGO UNICELULAR

ASPERGILLUS SOURCES OF BIOACTIVE COMPOUNDS AGAINST BACTERIA
AND UNICELLULAR FUNGUS

RESUMO

Com o objetivo de verificar a influéncia do método de preservacdo na atividade de
metabdlitos secundarios e selecionar espécies de Aspergillus como fontes de compostos com
atividade antimicrobiana, foi feito um estudo com Aspergillus da Colecéo de Culturas DPUA.
As linhagens foram reativadas e sua viabilidade foi confirmada com base nas caracteristicas
morfologicas e estruturas de reproducdo. A producdo dos biocompostos foi feita em agar
YES. Os extratos organicos etandlico, acetato de etila e hexanico foram testados pelo método
de difusdo em agar por po¢o contra Staphylococcus aureus, Eschecrichia coli e Candida
albicans. Os extratos que apresentaram antibiose neste teste foram analisados por
bioautografia de imersdo e foram determinadas a concentracGes minimas inibitorias pelo
método de microdiluicdo em caldo. Os dados aqui apresentados mostraram que espécies de
Aspergillus, ainda que preservados por diferentes periodos, em condig¢des in vitro, sintetizam
compostos com atividade antibacterina e antifungica para inibir o crescimento de S. aureus, E.
coli e C. albicans.

Palavras-chave: Aspergillus, antimicrobianos, difusdo em &gar e bioautografia

ABSTRACT

In order to verify the influence of the preservation method on the activity of secondary
metabolites and to select species of Aspergillus as sources of compounds with antimicrobial
activity, this study was made with Aspergillus from the Collection of Cultures DPUA. The
strains were reactivated and their viability was confirmed based on the morphological
characteristics and reproduction structures. The production of the biocompounds was made in
YES agar. The organic extracts ethanolic, ethyl acetate and hexane were tested by agar well
diffusion method against Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans. The
extracts that presented antibiosis in this test were analyzed by immersion bioautography and
were determined at minimum inhibitory concentrations by broth microdilution method. The
data presented here showed that Aspergillus species, although preserved for different periods
under in vitro conditions, synthesize compounds with antibacterial and antifungal activity to
inhibit the growth of S. aureus, E. coli and C. albicans.

Keywords: Aspergillus, antimicrobials, agar diffusion and bioautography
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INTRODUCAO

Os fungos vém sendo utilizados ha anos devido as suas propriedades medicinais.
Atualmente, uma variedade de compostos bioativos estdo disponiveis comercialmente como
produtos farmacéuticos ou alimenticios, como os a penicilina, sintetizado por Penicillium
chrysogenum e o lentinano, polissacarideo com acao antitumoral, isolado de Shiitake. Outros
compostos bioativos produzidos por fungos incluem a ciclosporina, com acdo anti-linfocitica
e 0 acido fusidico, agente anti-infeccioso usado no controle de infeccdes causadas por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Guimaraes et al., 2010; Igbal et al., 2015).

Na diversidade de fungos, espécies de Aspergillus se destacam por sintetizarem diversos
compostos bioativos, entre os quais, j& foram identificados os antimicrobianos. Aspergillus
terreus é fonte de lovastatina, um agente redutor de colesterol (Jahromi et al., 2012). Além
desses, ainda podem ser citados como exemplos a asperlicina, equinocandina B, fumagilina de
A. alliaceus, A. nidulans e A. fumigatus que sdo usados como antifungico, inibidor da
angiogénese e antiparasitario, respectivamente (Bracarense et al., 2014).

Encontrar novas moléculas que possuem componentes bioativos de fontes naturais sdo
de grande interesse e constituem uma alternativa contra micro-organismos patogenos. Neste
contexto os compostos bioativos com atividade antimicrobiana sintetizados por fungos estdo
ganhando importancia em aplica¢des biotecnoldgicas e farmacéuticas (Sathi et al., 2015).

Aspergillus sdo deuteromicetos que tem distribuicdo mundial, s&o isoladas de diversos
substratos organicos, muitas espécies sdo oportunistas, causam patologias, tanto para
humanos como outros animais, contudo muitas sdo as espécies de importancia biotecnologica,
uteis para indudstria de alimentos, detergentes e também para melhoramento ambiental (Chen
et al., 2011; Igbal et al., 2015). Considerando a importancia industrial dos Aspergillus, este
trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia dos métodos de preservacdo na sintese de

compostos antimicrobianos por espécies de Aspergillus.

MATERIAL E METODOS
Micro-organismos

Nesta pesquisa foram avaliados 10 representantes do género Aspergillus, sendo 4
especies do Grupo Niger (Aspergillus niger DPUA 398, A. niger DPUA 399, A. pulverulentus
DPUA 478, A. japonicus DPUA 542, A. japonicus DPUA 613, A. awamori DPUA 1473) e
uma espécie do Grupo Flavus (Aspergillus flavo furcatis DPUA 1451, A. pulverulentus
DPUA 1455, A. flavo furcatis DPUA 1461 e A. flavo furcatis DPUA 1465), 10 culturas

preservadas em 6leo mineral e 10 culturas em &gua destilada esterilizada. Os Aspergillus
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foram cedidos pela Colecdo de Culturas do Departamento de Parasitologia da Universidade
Federal do Amazonas — UFAM.

Viabilidade das espécies de Aspergillus

A confirmacdo da viabilidade dos Aspergillus foi realizada nos cultivados agar
Czapek+Extrato de Levedura (CYA), em tubos de ensaio 130 mm x 15 mm. As culturas
foram mantidas a 25 °C por sete dias. Para confirmacdo da viabilidade das espécies foram
observadas as caracteristicas macromorfoldgicas e as estruturas de reproducdo (Raper e
Fennel, 1977; Klich e Pitt (1988).

Producéo e extracéo dos biocompostos

Na determinacdo da atividade antimicrobiana, as espécies de Aspergillus foram
cultivadas em Agar Extrato de Levedura Sacarose (YES), em placa de Petri de 90 mm x 10
mm. Os cultivos foram mantidos a 25 °C por 12 dias. (Klich e Pitt, 1988; Samson et al.,
1995). Para extracdo dos biocompostos, da area central de cada cultura, discos miceliais
foram transferidos para os seguintes solventes organicos, hexano, acetato de etila e etanol 95
% (v/v). Apos 48 horas os extratos foram filtrados em membrana polietersulfénica (0,22 pum),
concentrados e redissolvidos em 500 pL de cada um dos solventes extrativos e 500 pL
dimetilsulféxido 10 % (v/v) e (Silva, 2008)

Determinacdo da atividade antimicrobiana em meio sélido

Os extratos foram analisados frente a trés micro-organismos teste, Candida albicans
DPUA 1706, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli CBAM 001. A levedura
foi cultivada em agar Sabouraud a 25 °C por 48 horas e as bactérias em agar Mueller-Hinton,
a 37 °C por 24 horas. Em cada cultura foi preparada suspensdo celular equivalente a escala de
MacFarland 1. Como controles positivos foram utilizados Itraconazol e Cloranfenicol (200
pg/mL) para levedura e bactérias, respectivamente (Teixeira et al., 2011). De cada suspensdo
celular, 200 pL foram semeados na superficie de dgar Sabouraud ou dgar Mueller Hinton, em
placas de Petri (90 mm x 10 mm), formando uma camada uniforme. Em cada poco foi
inoculado 100 pL dos extratos organicos e dos controles. As placas foram mantidas a 37 °C
por 48 horas (levedura) e 24 horas (bactérias). A atividade antimicrobiana foi expressa em

milimetros.
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Bioautografia

Os extratos organicos foram diluidos em cada solvente de extracdo [900 pL (hexano,
acetato de etila e etanol 95 % (v/v)] e 100 pL solucdo aquosa de DMSO 10 % (v/v). Os
controles e os extratos organicos em ordem crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e
etanol) foram aplicados em placa cromatografica de CCD em silica gel 60, com indicador de
fluorescéncia Fazss, suporte em aluminio com espessura de 0,2 mm, medindo 5 cm x 10 cm
(MERCK, Alemanha). A eluicdo foi feita em cuba cromatogréfica utilizando o sistema
(Acetato de Etila/Eter de Petroleo [6:4 v/v (Nuclear, Brasil)]. Para manter o ambiente saturado
no interior do recipiente, foi utilizado papel filtro (15 cm x 15 cm). Ao término da eluicdo as
placas de CCD foram submetidas a secagem. A revelacdo dos metabodlitos foi realizada por
meio de uma lanterna de emissdo de radiacdo ultravioleta, com luz branca (normal) e luz
ultravioleta (365 nm). Os RFs (Fator de Retencdo) foram determinados por visualiza¢do de
bandas no cromatograma (Silva et al, 2010).

Para determinacdo da atividade antimicrobiana foi utilizado em um frasco de
Erlenmeyer, &gar Sabouraud ou agar Mueller-Hinton, (20 mL/40 °C), 500 uL Solucéo
reveladora [Cloreto de Trifeniltetrazolium 1,0 % (p/v)] e suspensédo celular de cada micro-
organismo teste (500 uplL). Essa formulagdo, ap6s homogeneizacdo, foi superposta no
cromatograma, acondicionado em placa de Petri (120 mm x 9 mm). Apds solidificagdo do
meio, 0s cromatogramas foram incubados a 37 °C por 48 horas (levedura) e 24 horas
(bactérias). A atividade antimicrobiana foi determinada por visualizacdo da zona de inibicéo
(Silva, 2008; Martins et al., 2012).

Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI)

A CMI foi realizada de acordo com a metodologia de microdiluicdo em caldo, descrita
no documento M38-A2 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008). O teste
foi realizado em microplaca de 96 pocos, em cada desses pogos foram adicionados 100 pL de
caldo Sabouraud para levedura ou caldo Mueller-Hinton para bactérias. O controle negativo
foi feito na coluna 1 ( meio de cultura + extrato organico); e, na coluna 2 foi adicionado [100
uL do extrato (500mg/mL) diluido em solucdo aquosa de DMSO 10 % (v/v). A partir da
coluna 2 foram feitas as dilui¢des seriadas, transferindo 100 pL da mistura composta por meio
+ extrato até a coluna 11. As concentragGes finais dos micro-organismos teste foram de 5x10°
UFC/mL para S. aureus e E. coli e, 2,5x10° para C. albicans. Itraconazol e Cloranfenicol
foram utilizados como controles positivos. As placas multipoco foram mantidas a 37 °C por
24 horas para bactérias e 48 horas para levedura. Apds esse periodo, em todos 0s pogos foi

adicionado 10 pL de solugédo aquosa do revelador Alarmar Blue® (resazurina) a 0,1 % (p/v).
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Os resultados foram visualizados através da alteracdo da cor, indicando resisténcia (vermelho)
ou sensibilidade (azul). A concentragdo minima inibitéria (CMI) foi definida como a menor
concentracdo do extrato capaz de impedir o crescimento microbiano em pg/pL (Regasini et
al., 2010; De Bona et al., 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta o resultado da avaliacéo e viabilidade das linhagens de Aspergillus,
do Grupo Flavus e do Grupo Niger, preservadas em agua destilada esterilizada e sob dleo
mineral por diferentes periodos de estocagem (2-23 anos). Com base nas caracteristicas
morfolégicas das colbnias, estruturas vegetativas e reproducdo, predominou a viabilidade das
espécies preservadas em agua. De forma transitéria o fenédmeno do pleomorfismo foi
observado em 2,5 % e 7,5 % das espécies de Aspergillus preservadas em agua e 6leo mineral,
respectivamente. A contaminacdo por outros fungos filamentosos foi constatada em 2,5 %
tanto nos preservados em agua quanto em éleo mineral.

Com base nos dados apresentados na tabela 1, as alteragdes verificadas nas culturas
foram independentes do tempo de preservacdo, contudo, no método de conservacdo em Gleo
mineral a eficacia foi reduzida comparada ao da agua destilada esterilizada em relacdo a
viabilidade e autenticidade das culturas dos fungos filamentosos do género Aspergillus. Os
resultados aqui apresentados estdo em concordancia com citagdes da literatura (Sola et al.,
2012; Abreu e Tutunji, 2008). Em outra investigacdo, quando fungos filamentosos foram
avaliados, houve distinta variacdo da viabilidade associada ao tempo de preservacdo dos
fungos estocados por 2-21 anos em agua destilada esterilizada (Borman et al., 2006).

O método de preservacdo em agua proporciona alta taxa de viabilidade, pureza, além de
assegurar a estabilidade dos fungos. Em contrapartida, no método de preservacdo em Oleo
ocorre reducdo da atividade metabolica e, continuidade da oxigenacdo que pode viabilizar o
crescimento e a variabilidade genética (Farinas e Barboza, 2012).

Considerando que a diversidade dos representantes do Reino Fungi e demais micro-
organismos, ndo existe uma técnica padronizada para preservacdo, assim sendo, a escolha do
método estd comumente na dependéncia da manutencdo das propriedades fenotipicas,
genotipicas, biotecnoldgicas e viruléncia (Girdo et al., 2004; Botelho et al., 2012). Panizo et
al. (2005) recomenda que seja feito rigoroso controle da viabilidade dos micro-organismos
preservados em agua e 6leo para que sejam mantidas suas caracteristicas durante o periodo de

armazenamento em colecdes.

33



Tabela 1. Porcentagem da viabilidade de culturas de Aspergillus preservadas em agua destilada
esterilizada e sob déleo mineral por diferentes periodos de estocagem quando cultivadas em &gar
Czapek Extrato de levedura (CYA) a 25 °C/ 7dias.

Tempo/ Culturas de Aspergillus
Espécies Ano/ Estocagem Preservadas em 4gua | Preservadas sob 6leo
Estocagem Testado | Recuperado | Testado | Recuperado
(anos) P P
(%) (%) (%) (%)
A. niger DPUA 398! 1993 23 1/2,50 1/2,50 1/2,50 1/2,50
A. niger DPUA 399! 2014 3 1/2,50 1/2,50** 1/2,50 1/2,50**
A. pulverulentus DPUA 478! 1993 23 1/2,50 1/2,50 1/2,50 1/2,50
A. japonicus DPUA 5421 2009 8 1/2,50 1/2,50 1/2,50 1/2,50
A. japonicus DPUA 613! 1993 23 1/2,50 1/2,50 1/2,50 1/2,50*
A. awamori DPUA 1473} 2015 2 1/2,50 1/2,50 1/2,50 1/2,50
A. flavo furcatis DPUA 14512 2003 14 1/2,50 1/2,50 1/2,50 1/2,50
A. flavo furcatis DPUA 14552 2003 14 1/2,50 1/2,50* 1/2,50 1/2,50**
A. flavo furcatis DPUA 14612 2009 8 1/2,50 1/2,50 1/2,50 1/2,50**
A. flavo furcatis DPUA 14652 2002 15 1/2,50 1/2,50 1/2,50 1/2,50
Total (n/%) 10/100 10 10/100 10

1Grupo Niger 2Grupo Flavus; *Contaminagdo no periodo da reativagdo; ** Pleomorfismo transitério

Neste estudo também foi avaliada a eficacia das espécies de Aspergillus na producédo de
compostos extracelulares para determinar a atividade antimicrobiana frente a bactérias e
levedura do género Candida.

A tabela 2 demonstra os trés solventes organicos, em ordem decrescente de polaridade,
etanol, acetato de etila, hexano, utilizados para extracdo dos biocompostos e a atividade
antimicrobiana dos extratos recuperados dos cultivos dos Aspergillus preservados em agua
destilada esterilizada ou 6leo mineral. A atividade antimicrobiana dos Aspergillus foi diversa,
duas espécies ndo se mostraram eficaz, assim como, a inibicdo do crescimento dos micro-
organismos teste foi observada em um ou trés dos extratos avaliados, com diferenca
significativa entre as medidas dos halos, nos testes de difusdo em agar.

Quando foram avaliados 0s extratos organicos dos fungos preservados em agua
destilada esterilizada frente aos micro-organismos teste, 0s compostos dos extratos de A. niger
DPUA 398 inibiram de forma significativa somente o crescimento de Staphyloccocus aureus
ATCC 25923.

Os biocompostos dos extratos de A. niger DPUA 399, A. japonicus DPUA 542; A.
japonicus DPUA 613; A. awamori DPUA 1473 foram ativos exclusivamente contra as
bactérias teste avaliadas nesta pesquisa. Staphyloccocus aureus ATCC 25923 foi sensivel aos
extratos de A. niger DPUA 398, com excecdo do extrato hexano do preservado em 0leo
mineral. Entre estes preservados, ainda foi observada a inibicdo de Staphyloccocus aureus
ATCC 25923 pelos extratos etanol de A. niger DPUA 399 e de A. japonicus DPUA 542.
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Para os espécimes preservados em agua, Escherichia coli CBAM 001 e Staphyloccocus
aureus ATCC 25923 demonstraram sensibilidade aos extratos acetato de etila de A. japonicus
DPUA 613, enquanto o extrato etanol de A. awamori DPUA 1473 exclusivamente para S.
aureus. Do total de extratos avaliados, os biocompostos do extrato etandlico de Aspergillus
flavo furcatis DPUA 1451 foram os Unicos que inibiram o crescimento de Candida albicans
e, entre as bactérias, Staphyloccocus aureus. Ja A. flavo furcatis DPUA 1465, o extrato etanol
inibiu o crescimento de Staphyloccocus aureus. Nos testes de difusdo em &gar por pogo, 0s
compostos de A. flavo furcatis DPUA 1455, A. flavo furcatis DPUA 1461, A. pulverulentus
DPUA 478 néo inibiram o crescimento de nenhum dos trés micro-organismos teste.

Os dados obtidos mostraram a seletividade da atividade antimicrobiana dos compostos
das espécies de Aspergillus quando pareados aos micro-organismos teste, provavelmente
esses dados estejam relacionados ao método, as condi¢Ges de extracdo dos compostos e
também da forma como os fungos foram submetidos a crescimentos.

Tabela 2. Atividade antimicrobiana por difusdo em &gar de extratos organicos de Aspergillus
preservados em agua destilada esterilizada e sob 6leo mineral.

Atividade antimicrobiana dos extratos organicos
Espécie Preservados/agua destilada Preservados/6leo mineral
EO Ca Ec Sa Ca Ec Sa
Hex R R 1,5¢ R R R
A. niger DPUA 398! Ac R R 2,1 R R 2,00
Et R R 2,92 R R 2,1°
Hex R R R R R R
i 1
A. niger DPUA 399 Ac R R R R R R
Et R R R R R 2,20
Hex R R R R R R
A. japonicus DPUA 542! Ac R R R R R R
Et R R R R R 1,6°
Hex R R R R R R
A. japonicus DPUA 613! Ac R 1,7¢ 1,8 R R R
Et R R R R R R
Hex R R R R R R
A. awamori DPUA 1473 Ac R R R R R R
Et R R 2,4 R R R
Hex R R R R R R
A. flavo furcatis DPUA 14512 Ac R R R R R R
Et 3,22 R 1,6° R R R
Hex R R R R R R
A. flavo furcatis DPUA 14652 Ac R R R R R R
Et R R 1,3¢ R R R

'Grupo Niger 2Grupo Flavus; EO = extrato organico; Ac = acetato de etila; Et = Etanol 95%; Hex = Hexano; Ca:
Candida albicans DPUA 1706; Ec: Escherichia coli CBAM 001; Sa: Staphyloccocus aureus ATCC 25923; R=
resistente (ndo houve desenvolvimento de halo de inibicdo); S= sensivel (houve desenvolvimento de halo de
inibicdo).
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Bioautografia € um método que tem sido utilizado para determinacdo dos efeitos de
bioatividade de substancias, ap6s separacdo cromatografica, a exemplo das caracteristicas
antimicrobianas. Esta técnica eficiente e tem sido utilizada a mais de 60 anos para a
identificacdo rapida de substancias (Suleiman et al., 2010; Botz, 2013 Jozwiak et al., 2016).
Neste estudo, a bioautografia por imersdo em agar foi 0 método utilizado para avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos biocompostos dos extratos organicos das espécies de
Aspergillus. Os resultados das quatro espécies de Aspergillus selecionadas no teste de difusdo
em agar por pogo estdo demonstrados na tabela 3. O fator de retencdo (Rf) dos compostos
variou de 0,70 a 0,88 variando a coloracédo ente azul e verde.

Os extratos hexano, acetato de etila e etanol de Aspergillus japonicus DPUA 613 e A.
awamori 1473 inibiram o crescimento de S. aureus (Tabela 3). Enquanto para as demais
espécies, somente 0s extratos hexano e acetato de etila de Aspergillus japonicus DPUA 542,
A. niger DPUA 399, A. flavo furcatis DPUA 1451, A. flavo furcatis DPUA 1465 foram ativos
contra S. aureus. Da totalidade de extratos testados, C. albicans foi sensivel apenas para o
extrato hexano de A. flavo furcatis DPUA 1451 (Tabela 3).

A atividade antimicrobiana determinada por bioautografia mostrou a propriedade
antimicrobiana dos Aspergillus, contudo estudos mais detalhados devem ser realizados para
ampliar o quantitativo e revelar compostos ativos detectados pelo método de difusdo em agar
por pocgo. Apesar dessa condicdo, entre os métodos de avaliacdo da atividade antimicrobiana,
os biautogréaficos revelaram diferentes compostos extracelulares com atividade frente a S.
aureus, E. coli ou C. albicans.

Os fungos sdo fontes de metabdlitos, produtos naturais sintetizados por diferentes vias,
muitas vezes apds o crescimento ativo ter cessado, a exemplo dos metabdlitos secundarios. Os
metabdlitos secundarios sdo produzidos por espécies geneticamente distintas, cuja sintese
pode sofrer influéncia das condiges ambientais (temperatura, pH, luz e nutrientes) (Keller et
al., 2005; Flipphi et al., 2007; Fox; Howlett, 2008; Specian et al., 2014).
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Tabela 3. Bioautografia de espécies de Aspergillus que apresentaram halos de inibi¢do nos testes
por difusdo em agar.

Extratos Rf Atividade antimicrobiana

Especie Organicos A=365nm Ca Ec Sa
Hex 0,78 (azul) R R S

Aspergillus niger DPUA 398 (agua) Ac 0,78 (verde) R R R
Et 0,80 (azul) R R R

Hex 0,76 (azul) R R R

A. niger DPUA 398 (oleo0) Ac 0,75 (azul) R R S
Et 0,76 (azul) R R S

Hex 0,71 (azul) R R S

A. niger DPUA 399 (oleo0) Ac 0,71 (verde) R R S
Et 0,71 (azul) R R R

Hex 0,70 (azul) R R S

A. japonicus DPUA 542 (6leo) Ac 0,72 (azul) R R S
Et 0,73 (azul) R R R

Hex 0,74 (azul) R R S

A. japonicus DPUA 613 (&gua) Ac 0,74 (azul) R R S
Et 0,75 (verde) R R S

Hex 0,75 (azul) S R S

A. flavo furcatis DPUA 1451 (a4gua) Ac 0,76 (verde) R R S
Et 0,88 (azul) R R R

Hex 0,74 (azul) R R S

A. flavo furcatis DPUA 1465 (4gua) Ac 0,74 (azul) R R S
Et 0,75 (azul) R R R

Hex 0,80 (azul) R R S

A. awamori DPUA 1473 (agua) Ac 0,80 (verde) R R S
Et 0,81 (verde) R R S

A tabela 4 demonstra a determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) pela
técnica de microdiluicdo em caldo. A CMI determina a menor quantidade do composto
bioativo capaz de inibir o crescimento microbiano em condigdes padronizadas (Oliveira et al.,
2009). A determinacdo da CMI pela técnica de microdiluicdo tem se demonstrado favoravel
devido a sensibilidade e quantidade minima de reagentes, fatores que proporcionam um maior
namero de replicacdes e o aumento da confiabilidade dos dados (Ostrosky et al., 2008).

Os resultados da CMI identificados para as espécies selecionadas por bioautografia
revelaram que, os extratos organicos de baixa e média polaridade foram os de maior eficiéncia
na atividade antimicrobiana para S. aureus, entre 0s quais teve evidéncia o acetato de etila
com CMI 15,62. Nas condicdes de analise desta investigacdo, para os extratos avaliados, a
CMI variou de 15,62 a 250 pg/pL, frente aos micro-organismos examinados. Nessa analise,
E. coli e C. albicans foram 0s micro-organismos mais resistente, apenas o extrato etanol de A.
flavo furcatis DPUA 1451, preservado em agua, foi capaz de inibir o crescimento de C.

albicans com CMI equivalente a 15,62 pg/pL. Ainda que inexista uma padronizacgdo para a

37



CMI de produtos naturais, dados da literatura revelam que a CMI inferior a 1 mg/mL pode ser

considerada como 6tima quando comparado a antibidtico padrdo (Juiz et al., 2016).

Tabela 4. Concentracdo minima inibitoria (CMI) dos extratos de Aspergillus contra os micro-
organismos teste (S. aureus, E. coli e C. albicans).

Espécies/Método de Preservacédo Extratos orgénicos Micro-organismo teste CMI (ug/pL)
A. niger DPUA 398 (4gua) Hexano S. aureus 31,25
A. niger DPUA 398 (6le0) Etanol 95% S. aureus 250
A. niger DPUA 399 (6leo) Acetato de etila S. aureus 125
A. japonicus DPUA 542 (6leo) Acetato de etila S. aureus 125
A. japonicus DPUA 613 (&gua) Acetato de etila S. aureus 250
A. flavo furcatis DPUA 1451 (agua) ﬁgiﬁg de etila CS :Ilf)rif::?ls 15,62
A. flavo furcatis DPUA 1465 (a4gua) Acetato de etila S. aureus 250
A. awamori DPUA 1473 (agua) Etanol 95% S. aureus 125

CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa conduziram a seguinte concluséo:

1. O método de &gua destilada promoveu a maior estabilidade e pureza das culturas dos
Aspergillus, independente do tempo de armazenamento em compara¢do ao método de
conservacao em 6leo mineral, sobretudo em relacdo ao fenémeno do pleomorfismo;

2. A atividade antimicrobiana por difusdo em agar mostrou a eficacia predominante dos
biocompostos dos Aspergillus frente a S. aureus. O crescimento de E. coli e C. albicans foi
inibido apenas por A. japonicus DPUA 613 e A. flavo furcatis DPUA 1451, respectivamente;
3. Os testes de bioautografia mostraram a acdo de diversos compostos sintetizados pelos
diversos Aspergillus com atividade antibacteriana frente a S. aureus e confirmaram A. flavo
furcatis DPUA 1451 como fonte de antiflngico para inibir o crescimento de C. albicans;

4. Com base nos valores de CMI relativa aos extratos avaliados, os compostos de A. flavo
furcatis DPUA 1451 apresentam potencial antibacteriano frente a S. aureus antifangico a C.

albicans.
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