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RESUMO

Os metabolitos secundarios oriundos dos microrganismos sdo compostos de grande interesse
industrial, farmacéutico e agrondmico. Os metabodlitos secundarios podem ser utilizados para
crescimento ou exercem outras fungdes como a inibi¢gdo de outros microrganismos, bem como
compostos com propriedades antioxidantes. Dentre os microrganismos mais estudados quanto a
produgdo dessas substancias estdo as Actinobactérias. Este trabalho teve como objetivo analisar a
bioatividade especificamente a capacidade antioxidante e antifingica do extrato oriundo da bactéria
Streptomyces hygroscopicus na qual foi utilizado uma fermentagdo submersa em meio MPE e
utilizar acetato de para extracdo dos seus biocompostos. Inicialmente a atividade antioxidante do
extrato acetato de etila foi realizada pelo método ABTS detectando uma inibigao do radical ABTS
de 29,15%. Ao realizar a atividade antioxidante do extrato através do método de DPPH, obtivemos
os seguintes valores de IC50 de 0,565 + 0,028 mg/mL. Em ensaios da atividade antifungico por
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difusdo em poco, o extrato apresentou inibicao apenas nos apenas aos fungos Fusarium oxysporum
e URMS5522, com halos de inibi¢do correspondente a 2,5 cm.

Palavras-chave: Actinobacteria, antifingico, extrato da biomassa.

ABSTRACT

The secondary metabolites derived from microorganisms are compounds of great interest in several
areas. Secondary metabolites may be used for growth or other functions such as inhibition of other
microorganisms and can display antioxidants properties. The actinobacteria is the main
microorganism that shows production of these substances. This work aimed to analyze the
bioactivity specifically the antioxidant and antifungal capacity of the extract from the bacterium
Streptomyces hygroscopicus in which a submerged fermentation was used in MPE medium and use
acetate to extract its biocomposites. Initially the antioxidant activity of the ethyl acetate extract was
performed by the ABTS method, detecting an ABTS radical inhibition of 29.15%. When carrying
out the antioxidant activity of the extract through the DPPH method, we obtained the following IC
50 values of 0.565 + 0.028 mg / mL. In antifungal tests by well diffusion, the extract showed
inhibition only in Fusarium oxysporum and URMS5522 fungi, with inhibition halos corresponding
to 2.5 cm.

Keywords: Actinobacteria, antifungal, extract of biomass.

1 INTRODUCAO

Os antioxidantes sao substancias que sdo capazes de inibir ou atrasar as taxas de oxidagao.
Atualmente sdo divididos em dois tipos, os enzimaticos (composto pelas enzimas produzidas no
organismo) e os ndo enzimaticos, fazendo parte do segundo grupo as substancias que geralmente
pertencem ao metabolismo secundario, a exemplo temos os flavonoéides, licopenos e bilirrubina.
Essas substancias podem agir diretamente, neutralizando a agcdo dos radicais livres e espécies nao-
radicais, ou indiretamente, participando dos sistemas enzimaticos com tal capacidade (MOSCA et
al., 2017). Assim, os antioxidantes sdo capazes de neutralizar um radical livre, devido a capacidade
de doar o elétron que eles precisam. Neste contexto, os compostos antioxidantes vém sendo
amplamente utilizados no tratamento e prevencao de diferentes doencas e também podem ser
empregados em diversas areas como na industria de alimentos, cosméticos, ou até mesmo na
industria farmacéutica (DOMINGUEZ et al., 2018; FALOWO et al., 2016). Desse modo, a
prospeccao de novos compostos com essa atividade ¢ um campo de crescente pesquisas, tendo em
vista a ampla demanda. Microrganismos, por sua vez, torna-se evidentes devido a capacidade de
produgdo de varias moléculas de interesse biotecnoldgico, como exemplo, as substincias com
atividade antioxidante.

Dentre os microrganismos bastantes estudados quanto a produgdo de metabolitos

secundarios bioativos estd o filo Actinobacteria destacando-se dentro desse filo a espécie
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Streptomyces spp. (HWANG et al., 2014; TAN, et al., 2015). Esses microrganismos estao presentes
em uma ampla variedade de ambientes naturais como solo, atmosfera, rios, lagos, ambientes
marinhos e em habitats com caracteristicas ecologicas especificas como depositos de lixo, dgua
residudrias, regides vulcanicas, lagos salinos, fontes termais, entre outros (RAO et al., 2013).
Grande parte desses metabodlitos bioativos, sdo metabolitos secundarios tendo base na sua
biossintese na formacao os quais se originam dos metabolitos simples do metabolismo anfibdlico
(BILYK; LUZHETSKYY, 2016). Desse modo, uma vez secretados tem como objetivo de inibir a
proliferacdo de outros organismos, no meio pobre, aumentando a chance de germinagdo de seus
esporos e consequentemente sua sobrevivéncia (MADIGAN et al, 2004). Dentro do filo de bactérias
a espécie Streptomyces hygroscopicus ganha destaque devido ser uma espécie com poucos estudos.

Os fungos fitopatogénicos, por sua vez, sdo organismos tem sua a¢do em plantagdes
reduzindo suas taxas de germinagdo e sobrevivéncia, além de contribuir para perdas nutricionais da
semente, gerando doencas em humanos e animais causando grandes impactos econdomicos mundiais
(SANTOS et al., 2011). Assim, grande tendéncia atual estd no fato do desenvolvimento de
compostos de origem orgénica frente a compostos sintéticos (BARROS et al. 2013). Dentro dessa
categoria insere a substitui¢cao de produtos quimicos sintéticos, pois esse gera uma serie de escala
afetada, desde a saude do produtor rural até todo ecossistema sendo grande parte desses produtos
toxicos sdo destinados ao controle de fungos fitopatogénicos. Dessa forma, devido a pressoes
bidticas, bactérias podem produzir diversos compostos antifungico, sendo essa prospeccao viavel e
altamente satisfatoria como uma alternativa natural frente esses fitopatogenos (FUGA et al., 2011;
JESUS; GUIMARAES, 2018).

A Caatinga ¢ um bioma brasileiro que possui uma area com cerca de 844.453 quilometros
quadrados, e seu ecossistema ¢ restrito ao Brasil, o que implica a dizer que nenhuma outra regido
do mundo possui tal patrimonio biologico (BRASIL, 2018). Entretanto, apesar de ser rica em
biodiversidade, ha poucos estudos que buscam a prospec¢ao de biomoléculas nessa regido que
possuem propriedades de interesse como o caso de moléculas com capacidade antioxidante
principalmente aquelas produzidas por microrganismos (MELO et al., 2015). Dessa forma o
presente trabalho teve por objetivo analisar a presenca da atividade antioxidante do extrato em
acetato de etila oriundo do microrganismo Streptomyces hygroscopicus isolado da Caatinga, além
de estudar os efeitos desse extrato contra fungos fitopatogénicas afirmado, assim, sua propriedade

antifungica.
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2 METODOLOGIA
2.1 OBTENCAO DO EXTRATO ACETATO DE ETILA

A actinobactéria S. hygroscopicus utilizada neste estudo estd depositada na Colecdo de
Microrganismos do Departamento de Antibidticos do Centro de Biociéncias da Universidade
Federal de Pernambuco sob o nimero de identificacio UFPEDA3370. A fermentagao destinada a
producdo dos metabolitos secundérios foi realizada em condigdes otimizadas por trabalhos
previamente descritos por Borba (2016). Para o processo a S. hygroscopicus foi semeada em placas
de petri contendo meio de cultura ISP2 dgar e mantida em estufa por 7 dias a 37°C, em seguida 30
discos (9 mm) foram inoculados em meio liquido ISP2 para obten¢do do pré-indculo da
fermentagdo. A fermentagdo para obtencao do extrato foi realizada em biorreator New Brunswick
Scientific BIOFLO 110 (capacidade de 7L) utilizando 3-4L de meio liquido MPE, onde o 300 mL
de pré-indculo foi adicionado, tendo o objetivo o crescimento da actinobactéria e producao do
metabolito secundario bioativo. O biorreator possui controle de temperatura, estd mantida a 37°C e
agitacdo mecanica de 200 rpm. O arrefecimento foi realizado pela injecdo de ar comprimido,
controlado no pardmetro: nivel de O2(1/1) (v/v). O pH inicial foi em torno de 7,2. Apds as 96 h de
incubac¢do o produto da fermentacdo em meio MPE foi centrifugado a 10000 rpm por 7 min, com a
finalidade de separar a biomassa do sobrenadante. Entdo na biomassa foi inicialmente hexano 1:1
biomassa/solvente e posteriormente adicionado acetato de etila na proporcio de 1:1
biomassa/solvente mantidos sob agitacdo 150 rpm durante 30 min. A mistura foi posteriormente
filtrada a vacuo e posteriormente o solvente organico presente no sobrenadante foi evaporado no
rotaevaporador a uma velocidade de 60 rpm, a uma temperatura de 40°C e submetidos as avaliagdes

seguintes.

2.2 TESTES DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE: METODO ABTS E DPPH

Para obtengao da atividade antioxidante do extrato acetato de etila obtido da biomassa de S.
hygroscopicus, foi utilizado o método do radical livre ABTS (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazoline-6-
acido sulfonico). O radical ABTS+e foi preparado a partir da reacdo de 5 mL da solugdo estoque de
ABTS 7 mM com 88 pL da solugdo de persulfato de potassio 140 mM. Mantido a mistura no escuro,
a temperatura ambiente, por 16 horas. Em seguida, diluiu-se 1 mL desta mistura em alcool etilico
PA (Vetec) até obter uma absorbancia de 0,70 nm = 0,05 nm a 734 nm, a qual foi preparada e usada
no dia da analise. 30 uL do extrato foi adicionado a 3,0 mL da solugdo de ABTS+ . Apds 6 minutos,

foi realizada a leitura em 734 nm. A porcentagem de sequestro do radical ABTS+e foi calculada.
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Para o método DPPH, utilizou a metodologia empregado Blois (1958). A partir do extrato
oleoso obtido no biorreator, foi retirado 69 mg e homogeneizado com auxilio de um vortex com
900uL de etanol e 100uL. de DMSO. Dessa solucao, separou 500 puL sendo realizada uma diluigdo
seriada nas concentragdes de 10mg/mL a 0,312mg/mL. Apds esse processo, 40 uL. de cada amostra
diluida foi adicionada em placas de 96 pogos, iniciado em ordem decrescente de dilui¢ao. Sendo
adicionado 200pL de um radical livre estdvel organico com a nomenclatura de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) a 0,02mM em cada poco com as amostras diluidas e incubado no escuro por
30 minutos. Apods esse tempo as amostras foram lidas no leitor de microplaca a 517 nm. Para

analisar a capacidade que a amostra teve de sequestrar o radical DPPH, utilizou a seguinte equagao:

Acontrole = A amostra X 100

Atrvidade antioxadante (%) =

A controle

Na qual A controle ¢ a absorbancia da solu¢do do DPPH sem a amostra e A amostra ¢ amostra com

o DPPH.

2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A avaliagdo da atividade antifungica inicialmente realizada frente aos fungos Cladosporium
tenuissimum (URMS632), Fusarium oxysporum (URM7083), Fusarium sonali (URM320),
Mycrophonina pascolina (URM2703) e Colletotricum gloesporioides (URM5522). Todos foram
gentilmente cedidos da Colecdo de Microrganismos do Departamento de Antibioticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA).

Os fungos foram cultivados em Agar dextrose batata. Solu¢des foram feitas previamente
adicionando NaCl a 0,9% utilizando tween como diluente em agua destilada. Apds preparada, essa
solu¢do a cultura previamente estabelecida e com uma ajuda de uma alca foi possivel desprender os
esporos da placa obtendo assim uma solucdo salina de esporos. Apos esse processo, 200uL dessa
solugdo foram inseridos com auxilio de uma pipeta no meio de cultura Agar dextrose batata e
semeados com uma al¢a de trigaslki com o proposito de espalhar o fungo de forma homogénea.
Assim, foram feitos quatro pogos de 9 mm de didmetro nas placas de agar semeadas com o
respectivo organismo teste na qual 100 uL do extrato acetato de etila obtido da biomassa de S.
hygroscopicus foi inoculado em trés pocos e por fim agua destilada foi inoculado no quarto pogo
servindo como controle negativo. A inibi¢cao do crescimento foi examinada apds 24 h de incubagao

a 37 °C. A atividade antifungica foi estimada pela medida do didmetro da zona inibitoria.
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2.4 ANALISE QUALITATIVA DE DETECCAO DE FLAVONOIDES E ALCALOIDES

Andlise preliminar da presenca de flavonoides e alcaloides presentes no extrato acetato de
etila da biomassa de S. hygroscopicus foi realizada através de reacdes quimicas que resultam no
desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado, caracteristico para cada classe de substancias.

Para anélise da presenca de flavonoides utilizou a metodologia de Silva e seus colaboradores
(2013). Para isso, foram pesados 10,36 mg do extrato oleoso em um béquer adicionados o extrato e
SmL de metanol, além disso, foram inseridos no meio 1 mL de HCl e 1 cm de fita de magnésio
totalizando 43 mg, sendo assim esperando 15 minutos até o surgimento de coloragdo rosada como
indicativo da presenga de flavonoides.

Para detectar a presenga de alcaldides foi baseado no teste de revelador Dragendoff
(WAGNER, 1996). Foi pesado 1g de extrato em um tubo de ensaio, neste mesmo tubo foi
adicionado 10 mL de H2SO4 1%, consecutivamente a mistura foi aquecida em banho-maria a 100°
C durante 2 minutos e filtrada logo ap6s. Aliquota do filtrado foi colocada em outro tubo de ensaio

e em seguida foi gotejado o reagente de Dragendorft.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 EXTRACAO EM ACETATO DE ETILA

O processo de optimizacao da obtencao do extrato, realizado por Borba (2016) promoveu
uma Otima extracdo do extrato, tendo um rendimento de 2,6 a partir de 3 L. Além disso, o solvente
acetato de etila por possuir caracteristicas de ser um solvente apolar fraco, ele pode ter caracteristica
de extragdo de metabolitos secundarios polares e apolares que possuem caracteristicas polares
quanto apolares, mostrando um solvente ideal para esse tipo de processo (TIAN et al., 2013).

Em trabalhos anteriores que analisaram a optimizagao de obtengdo de Streptomyces como o
Ahmed e colaboradores em 2016, mostrou ser um dos melhores solventes para esse tipo de método.
Ademais de suas propriedades positivas de caracter extrator, hd outras vertentes a ser considera
positivos para a escolha do acetato de etila como solvente como o caso de questdes de técnica,

duracdo da extragdo, questdes ambientais e de seguranca além a questao de custos.

3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Na literatura existem uma variedade de testes in vitro para avaliar a atividade antioxidante,
no presente trabalho utilizou-se de duas metodologias distintas. Avaliou a capacidade do extrato
acetato de etila em reduzir captura dos radicais de ABTS (2,2azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido-

sulfonico)), a concentracao de 1,485 mg/mL do extrato apresentou uma inibi¢ao do radical ABTS
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de 29,15%. Ao realizar a atividade antioxidante do extrato através do método de DPPH, obtivemos

os seguintes valores de ICsode 0,565 + 0,028 mg/mL estes dados estdo apresentados na Figura 1.

Figura 1. Percentual de inibicdo de DPPH do extrato acetato de etila de S. hygroscopicus.

y=-4.471x + 52.52
R*=0.950

INIBICAD (%

CONCENTRAGAQ DO
SUBSTRATO (mgimL)

Fonte: Autor (2018)

A atividade antioxidante de metabolitos secundarios produzidos pelo género Streptomyces
pode apresentar grandes variagdes. Manivasagan e colaboradores (2013), demonstraram que uma
protease produzida por Streptomyces sp. obteve ICso de 78+0,28 mg/mL. Ser e seus colaboradores
(2013), em um estudo sobre atividade antioxidante de uma nova espécie de Streptomyces sp.
mostrou que extrato metabdlicos em concentracdo de 2 mg/mL apresentaram porcentagem de
inibi¢do de 27,24 + 1,91%. Esse resultado ¢ algo interessante pois, em um ambiente que exista
estresses como estresses oxidativos os organismos bem mais adaptados sdo aqueles que irdo possuir

atividade antioxidante gerando assim uma vantagem seletiva.

3.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A atividade antioxidante de metabolitos secundarios produzidos pelo género Streptomyces
pode apresentar grandes variagcdes. Manivasagan e colaboradores (2013), demonstraram que uma
protease produzida por Streptomyces sp. obteve ICso de 78+0,28 mg/mL. Ser e seus colaboradores
(2013), em um estudo sobre atividade antioxidante de uma nova espécie de Streptomyces sp.
mostrou que extrato metabdlicos em concentracdo de 2 mg/mL apresentaram porcentagem de
inibi¢do de 27,24 + 1,91%. Esse resultado ¢ algo interessante pois, em um ambiente que exista
estresses como estresses oxidativos os organismos bem mais adaptados sdo aqueles que irdo possuir

atividade antioxidante gerando assim uma vantagem seletiva.
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Figura 2. Halo de inibicdo de Fusarium oxysporum com o extrato de S. Hygroscopicus.

Fonte: Pr(’)pﬁ;(ZO 19)

Diferentes classes de compostos quimicos do metabolismo secundério sdo encontradas em
extratos provindos de culturas de Streptomyces sp. como demonstrado por Jaivel e colaboradores
(2014), ao realizar o teste qualitativo para flavonoides e alcaldides no extrato acetato de etila de S.
hygroscopicus, os resultados foram positivos para o teste de alcaldides e negativo para flavonoides.
Sabe-se que as variedades de alcaldides sdo produzidas por varios organismos, incluindo bactérias,
fungos e plantas, como metabdlitos secundarios que exibem bioatividades tteis. Os alcaldides foram
originalmente definidas como compostos organicos de origem vegetal que possuem bioatividades

fortes e exibem basicidade que ¢ atribuido a presenga de nitrogénio (KISHIMOTO et al., 2016).

4 CONCLUSOES

O extrato acetato de etila obtido da biomassa de Streptomyces hygroscopicus, apresentou
atividade antioxidante capaz de reduzir os radicais 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazoline-6-acido
sulfonico e 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, apresentando atividade antimicrobiana capaz de inibir os
fungos fitopatogénico Fusarium oxysporum e URMS5522 o extrato bioativo em teste qualitativo
mostrou-se positivo para a classe de metabdlitos secundarios de alcaldides. Constituindo um extrato
bastante promissor para trabalhos futuros de purifica¢do e identificacdo dos compostos bioativos,

caracterizando-o como um extrato potencialmente aplicavel na industria biotecnolégica.
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