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Producao de compostos bioativos por Aspergillus mantidos sob duas
condigoes de preservacao
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Resumo: Com os objetivos de verificar a influéncia do método de preservacio na atividade de metabdlitos secundarios e de
selecionar espécies de Aspergillus como fontes de compostos com atividade antimicrobiana, foi feito um estudo com
Aspergillus da colecdo de culturas do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal do Amazonas (DPUA/
UFAM). As linhagens foram reativadas e a sua viabilidade foi confirmada com base nas caracteristicas morfoldgicas e nas
estruturas de reproducdo. A produgdo dos biocompostos foi feita em agar extrato de levedura sacarose (yeast extrat
sucrose — YES). Os extratos organicos etandlico, acetato de etila e hexanico foram testados pelo método de difusdo
em 4agar por poco contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. Os extratos que apresentaram
antibiose neste teste foram analisados por bicautografia de imersio, sendo determinadas as concentragdes minimas
inibitérias pelo método de microdiluicio em caldo. O método de preservacdo em agua destilada promoveu maiores
estabilidade e pureza das culturas dos Aspergillus, independentemente do tempo de armazenamento, em comparacio
ao método de conservacdo em oleo mineral, sobretudo em relagdo ao fendmeno do pleomorfismo. Os dados aqui
apresentados mostraram que, em condicdes in vitro, espécies de Aspergillus sintetizam compostos com atividade
antibacteriana e antifingica para inibir o crescimento de S. aureus, E. coli e C. albicans, preservados em agua destilada,
mesmo que por diferentes periodos.

Palavras-chave: Aspergillus. Antimicrobiano. Difusdo em 4gar. Bioautografia. Extrato organico. Preservacdo.

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 DPUA
collection of cultures. The strains were reactivated, and their viability was confirmed based on morphological characteristics
and reproductive structures. The production of the biocompounds was made in YES agar. The ethanolic, ethyl acetate,
and hexane organic extracts were tested by the 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 method of preservation in
distilled water promoted greater stability and purity of the Aspergillus cultures, independent of storage time, compared to the
method of preservation in mineral oil, especially in relation to the phenomenon of pleomorphism. 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.
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Produgao de compostos bioativos por Aspergillus mantidos sob duas condi¢bes de preservagao

INTRODUCAO

Os fungos vém sendo utilizados ha anos devido as suas
propriedades medicinais. Atualmente, uma variedade
de compostos bioativos esta disponivel comercialmente
como produtos farmacéuticos ou alimenticios, como
os oriundos da penicilina, sintetizados por Penicillium
chrysogenum, e o lentinano, polissacarfdeo com acdo
antitumoral, isolado de Shiitake. Outros compostos
bioativos produzidos por fungos incluem a ciclosporina,
com acdo antilinfocitica, e o acido fusidico, agente
anti-infeccioso utilizado no controle de infecces
causadas por Staphylococcus aureus, resistente a meticilina
(Guimaraes et al., 2014; Igbal et a/., 2015).

Na diversidade de fungos, espécies de Aspergillus
destacam-se por sintetizar diversos compostos
bioativos, entre os quais ja foram identificados os
antimicrobianos. Aspergillus terreus é fonte de lovastatina,
um agente redutor de colesterol (Jahromi et al., 2012).
Também pode-se citar como exemplos a asperlicina, a
equinocandina B e a fumagilina de A. alliaceus, A. nidulans
e A. fumigatus, que sdo usados como antifingico, inibidor
da angiogénese e antiparasitario, respectivamente
(Bracarense & Takahashi, 2014).

Encontrar novas moléculas que possuem componentes
bioativos de fontes naturais € algo de grande interesse e
constitui uma alternativa contra micro-organismos
patégenos. Neste contexto, os compostos bioativos com
atividade antimicrobiana sintetizados por fungos estao
ganhando importancia em aplicagdes biotecnoldgicas e
farmacéuticas (Sathi et al., 2015).

Aspergillus sao deuteromicetos que tém distribuicao
mundial, isolados de diversos substratos organicos, sendo
que muitas espécies sao oportunistas e causam patologias,
tanto para humanos como para outros animais.
Muitas espécies, no entanto, apresentam importancia
biotecnoldgica, sendo Uteis na indUstria de alimentos, na
producao de detergentes e também no melhoramento
ambiental e na drea da sadde (Chen et al., 2011; Igbal
et al., 2015).

As colecbes de cultura de micro-organismos
constituem patriménio de alta significacdo, representando
heranca cientffica e cultural de informacdes bioldgicas,
com papel fundamental no estudo e na conservacdo
dos recursos genéticos microbianos. A preservacao
de cultivos vidveis, puros e geneticamente estaveis, é
requisito imprescindivel em todo método de conservacao
para assegurar a reprodutibilidade das pesquisas
microbioldgicas bésicas e aplicadas (Andreu et al., 2013;
Coelho et al., 2016). Considerando a importancia
industrial dos fungos anamérficos, este trabalho teve por
objetivo avaliar a influéncia dos métodos de preservacao
na sintese de compostos antimicrobianos por espécies
de Aspergillus.

MATERIAL E METODOS

MICRO-ORGANISMOS

Nesta pesquisa, foram avaliados dez representantes do
género Aspergillus, sendo quatro espécies pertencentes
ao grupo Niger, com seis linhagens (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, com
quatro linhagens (Aspergillus flavo furcatis DPUA 1451, A.
pulverulentus DPUA 1455, A. flavo furcatis DPUA 1461 e
A. flavo furcatis DPUA 1465), preservadas em 6leo mineral
e agua destilada esterilizada. Os Aspergillus foram cedidos
pela colecdo de culturas do Departamento de Parasitologia
da Universidade Federal do Amazonas (DPUA/UFAM).

VIABILIDADE DAS ESPECIES DE ASPERGILLUS

A confirmagao da viabilidade dos Aspergillus foi realizada nos
cultivados 4gar Czapek + extrato de levedura (CYA), em
tubos de ensaio com 130 mm x 15 mm. As culturas foram
mantidas a 25 °C durante sete dias. Para confirmacio da
viabilidade das espécies, foram observadas as caracteristicas
macromorfoldgicas e as estruturas de reproducio (Raper
& Fennel, 1977; Klich & Pitt, 1988).
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PRODUCAO E EXTRACAO DOS
BIOCOMPOSTOS

Na determinagdo da atividade antimicrobiana, as espécies
de Aspergillus foram cultivadas em agar extrato de levedura
sacarose (yeast extrat sucrose — YES), em placa de Petri
com 90 mm x 10 mm. Os cultivos foram mantidos a 25 °C
por 12 dias (Klich & Pitt, 1988; Samson et al., 1995).
Para extracdo dos biocompostos, foram retirados discos
miceliais de seis milimetros de didmetro da drea central
de cada cultura, quantitativo equivalente a duas gramas.
Esse volume de massa micelial foi transferido para frascos
de vidro com tampa rosquedvel, contendo os seguintes
solventes orgdnicos: hexano, acetato de etila e etanol
95% (V/V). Os frascos foram mantidos a 25 °C, em estado
estacionario. Apds 48 horas, a massa micelial foi separada
do sobrenadante, em membrana polietersulfonica (0,22
um), e foram concentrados em rotaevaporador. Para
determinacio da atividade antimicrobiana, 200 uig de cada
extrato foram dissolvidas em uma mistura contendo 500
UL do respectivo solvente extrator e 500 uL de solucdo
aquosa de dimetilsulféxido (DMSQO) 10% (vA) (Silva, 2008).

DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA EM MEIO SOLIDO

Os extratos foram analisados frente a trés micro-organismos
teste, Candida albicans DPUA 1706, Staphylococcus aureus
ATCC (American Type Culture Collection) 25923 e
Escherichia coli CBAM 001. Alevedura foi cultivada em 4gar
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 1 de
McFarland. Como controles positivos, foram utilizados
ltraconazol e Cloranfenicol (200 ug/mL) para levedura e
bactérias, respectivamente (Teixeira et al., 2011). De cada
suspensao celular, 200 uL foram semeados na superficie de
agar Sabouraud ou de dgar Mueller Hinton, em placas de
Petri (90 mm x 10 mm), formando uma camada uniforme.
Em cada poco, foram inoculados 100 uL dos extratos
organicos e dos controles. As placas foram mantidas a

37 °C por 48 horas (levedura) e por 24 horas (bactérias).
A atividade antimicrobiana foi expressa em milimetros,
medindo-se a drea translicida ao redor do poco.

BIOAUTOGRAFIA

Os extratos organicos foram diluidos em cada solvente
de extracdo (900 uL em hexano, acetato de etila e etanol
95% (v/v) e 100 uL em solucdo aquosa de DMSO 10%
(vAV)). Os controles e os extratos organicos, em ordem
crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e
etanol), foram aplicados em placa de cromatografia em
camada delgada (CCD), em silica gel 60, com indicador
de fluorescéncia F,, 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/éter de petrdleo (6:4 v/v). 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 metabdlitos foi realizada por meio de uma lanterna
de emissdo de radiacdo ultravioleta, com luzes branca
(normal) e ultravioleta (365 nm). Os fatores de retengdo
(retention factor - RF) foram determinados por visualizacdo
de bandas no cromatograma (Silva et al., 2010).

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

DETERMINACAO DA CMI
A concentragdo minima inibitdria (CMI) foi realizada de
acordo com a metodologia de microdiluicio em caldo,
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descrita no documento M27-A3 do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008). O teste foi realizado
em microplaca de 96 pocos e, em cada pogo, foram
adicionados 100 uL de caldo Sabouraud, para levedura,
e de caldo Mueller-Hinton, para bactérias. O controle
negativo foi feito na coluna 1, composta por meio +
extrato organico e, na coluna 2, foram adicionados 100
UL do extrato na concentracdo de 500 mg/mL de solugdo
aquosa de DMSO 10% (vAV). A partir da coluna 2 foram
feitas as dilui¢des seriadas, transferindo 100 uL de meio
+ extrato até a coluna 11. As concentracdes finais das
suspensoes celulares dos micro-organismos teste foram de
5x10°UFC/mL, para as bactérias, e de 2,5 x 10° UFC/mL,
para levedura. Como controles positivos, foram utilizados
ltraconazol e Cloranfenicol, na mesma concentragao
dos extratos organicos. As placas multipogos foram
mantidas a 37 °C por 24 e 48 horas para bactérias e
levedura, respectivamente. Apds esse periodo, em
todos os pogos foram adicionados 10 L de solucdo
aquosa de Alarmar Blue® 0,1% (p/v). A alteracdo da cor
do revelador para vermelho ou azul indicou resisténcia
ou sensibilidade, respectivamente. A CMI foi definida
como a menor concentracdo do extrato capaz de
impedir o crescimento microbiano em ug/ulL (Regasini
et al., 2010; Bona et a/., 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta o resultado da avaliacdo e da
viabilidade das linhagens de Aspergillus, dos grupos Flavus e
Niger, preservadas em agua destilada esterilizada e sob dleo
mineral por diferentes perfodos de estocagem (2-23 anos).
Com base nas caracteristicas morfoldgicas das coldnias, nas
estruturas vegetativas e nas de reproducdo, predominou
aviabilidade das espécies preservadas em agua. De forma
transitéria, o fendmeno do pleomorfismo foi observado
em 2,5% e 7,5% das espécies de Aspergillus preservadas
em agua e éleo mineral, respectivamente. A contaminagdo
por outros fungos filamentosos foi constatada em 2,5%
tanto dos preservados em 4gua quanto em éleo mineral.

Com base nos dados apresentados na Tabela 1, as
alteracdes verificadas nas culturas foram independentes
do tempo de preservacdo, contudo, no método de
conservagdo em 6leo mineral, a eficicia foi reduzida
quando comparada ao da dgua destilada esterilizada, em
relagdo a viabilidade e a autenticidade das culturas dos
fungos filamentosos do género Aspergillus. Os resultados
aqui apresentados estdo em concordancia com citagbes
da literatura. Sola et al. (2012) testaram comparar varios
métodos de conservagdo para averiguar qual técnica é a
melhor em determinada condicdo do ambiente, com a
finalidade de dar manutengdo ao patriménio de culturas.

Em outra investigacdo, quando fungos filamentosos
foram avaliados, houve distinta variacdo da viabilidade,
associada ao tempo de preservacio dos fungos estocados
por 2-21 anos em agua destilada esterilizada (Borman et
al., 2006; Abreu & Tutunji, 2008).

Dos métodos de preservacio comparados neste
trabalho, o realizado em 4gua destilada esterilizada
proporciona alta taxa de viabilidade, pureza, além de assegurar
aestabilidade dos fungos. Em contrapartida, no realizado em
Sleo, ocorre reducdo da atividade metabdlica, bem como
continuidade da oxigenagao que pode viabilizar o crescimento
e a variabilidade genética (Farinas & Barboza, 2012).

Considerando que ndo existe umatécnica padronizada
para preservacdo da diversidade dos representantes do
reino Fungi e de demais micro-organismos, a escolha do
método estd comumente vinculada a dependéncia da
manutencio das propriedades fenotipicas, genotipicas,
biotecnoldgicas e de viruléncia (Girdo et al., 2004;
Botelho et al., 2013). Panizo et al. (2005) recomendam
que seja feito rigoroso controle da viabilidade dos
micro-organismos preservados em dgua e dleo para que
sejam mantidas suas caracteristicas durante o periodo de
armazenamento em coleg¢des.

Silva et al. (2010) realizaram uma investigacdo de
linhagens de fungos do género Penicillium, provenientes
da colecdo de culturas DPUA, onde foram feitos ensaios
de atividade antimicrobiana utilizando a técnica do bloco
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Tabela 1. Porcentagem da viabilidade de culturas de Aspergillus preservadas em agua destilada esterilizada e sob éleo mineral por
diferentes periodos de estocagem, quando cultivadas em &gar Czapek + extrato de levedura (CYA), a 25 °C/7 dias. Legendas: ' = grupo
Niger; 2= grupo Flavus; * = contaminagio no perfodo da reativacio; ** = pleomorfismo transitério.

Culturas de Aspergillus
Espécies Estocagem ESt(zringm Preservadas em 4gua Preservadas sob éleo
Testado (%) Recuperado (%) | Testado (%) | Recuperado (%)
Aspergillus niger DPUA 398! 1993 23 1/2,50 1/2,50 172,50 1/2,50
A. niger DPUA 399" 2014 3 1/2,50 1/2,50%* 172,50 1/2,50%*
A. pulverulentus DPUA 478" 1993 23 1/2,50 1/2,50 172,50 1/2,50
A. japonicus DPUA 542 2009 8 1/2,50 172,50 1/2,50 172,50
A. japonicus DPUA 613! 1993 23 1/2,50 1/2,50 1/2,50 1/2,50%
A. awamori DPUA 1473 2015 2 1/2,50 172,50 172,50 172,50
A. flavo furcatis DPUA 14512 2003 14 1/2,50 1/2,50 172,50 1/2,50
A. flavo furcatis DPUA 14552 2003 14 1/2,50 1/2,50% 172,50 1/2,50%*
A. flavo furcatis DPUA 14612 2009 8 1/2,50 1/2,50 172,50 1/2,50%*
A. flavo furcatis DPUA 14652 2002 15 1/2,50 1/2,50 172,50 1/2,50
Total (n/%) 10/100 10 10/100 10

de gelose e de bioautografia de culturas preservadas em
6leo mineral e em 4gua destilada.

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

A Tabela 2 demonstra os trés solventes organicos,
em ordem decrescente de polaridade (etanol, acetato
de etila e hexano), que sdo utilizados para extracdo dos
biocompostos, e a atividade antimicrobiana dos extratos
recuperados dos cultivos dos Aspergillus, preservados
em agua destilada esterilizada ou em dleo mineral. A
atividade antimicrobiana entre esses Aspergillus foi diversa,
duas espécies ndo se mostraram eficazes, 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, no teste
de difusdao em &gar.

Quando foram avaliados os extratos organicos
dos fungos preservados em 4gua destilada esterilizada
frente aos micro-organismos teste, os biocompostos dos

extratos de A. niger DPUA 399, A. japonicus DPUA 542,
A. japonicus DPUA 613 e A. awamori DPUA 1473 foram
ativos exclusivamente contra as bactérias teste avaliadas
nesta pesquisa. Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi
sensivel aos extratos de A. njger DPUA 398, com excecdo
do extrato hexano do preservado em dleo mineral. A. niger
DPUA 398 e A. flavo furcatis DPUA 1465 demonstraram
o0 mesmo resultado.

Para os espécimes preservados em agua, Escherichia
coli CBAM 001 e Staphylococcus aureus ATCC 25923
demonstraram sensibilidade aos extratos acetato de etila
deA. japonicus DPUA 613, enquanto o extrato etanol de A.
awamori DPUA 1473 evidenciou isso 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, de Staphylococcus
aureus. Nos testes de difusdo em &gar por poco, os
compostos de A. flavo furcatis DPUA 1455, A. flavo furcatis
DPUA 1461, A. pulverulentus DPUA 478 ndo inibiram o

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

Tabela 2. Atividade antimicrobiana por difusdo em agar de extratos organicos de Aspergillus preservados em dgua destilada esterilizada e
sob éleo mineral. Legendas: ' = grupo Niger; 2 = grupo 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; 2b< = teste de
Tukey em comparacdo das médias (confianca de 95%); R = resistente (ndo houve desenvolvimento de halo de inibicdo); S = sensivel
(houve desenvolvimento de halo de inibigago, em milimetros).

Atividade antimicrobiana dos extratos organicos
Espécie EO Preservados/agua destilada Preservados/dleo mineral
Ca Ec Sa Ca Ec Sa
Ac R R S(2,1°) R R S(2,0°
A. niger DPUA 398" Et R R S(2,99) R R S(2,1%
Hex R R S(1,59 R R R
Ac R R R R R R
A. niger DPUA 399 Et R R R R R S(2,2°)
Hex R R R R R R
Ac R R R R R R
A. japonicus DPUA 542 Et R R R R R S(1,69
Hex R R R R R R
Ac R S(1,79 S(1,89 R R R
A. japonicus DPUA 613! Et R R R R R R
Hex R R R R R R
Ac R R R R R R
A. awamori DPUA 1473' et R R 249 R R R
Hex R R R R R R
Ac R R R R R R
A. flavo furcatis DPUA 14512 Et S(3,29) R S(1,69 R R R
Hex R R R R R R
Ac R R R R R R
A. flavo furcatis DPUA 14652 Et R R S(1,39) R R R
Hex R R R R R R
Ac R R R R R R
A. pulverulentus DPUA 478" Et R R R R R R
Hex R R R R R R
Ac R R R R R R
A. flavo furcatis DPUA 1455 Et R R R R R R
Hex R R R R R R
Ac R R R R R R
A. flavo furcatis DPUA 14612 Et R R R R R R
Hex R R R R R R
===
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Bioautografia ¢ um método que tem sido utilizado
para a determinacdo dos efeitos de bioatividade de
substancias, apds separagdo cromatogréfica, a exemplo
das caracteristicas antimicrobianas. Esta técnica é eficiente
e tem sido utilizada hd mais de 60 anos para a identificacdo
rapida de substancias (Suleiman et a/., 2010; Botz, 2013;
Jézwiak et al., 2016).

Neste estudo, a bioautografia por imersdo em
agar foi o método utilizado para avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos biocompostos dos extratos organicos
das espécies de Aspergillus. Os resultados das quatro
espécies deste género selecionadas no teste de difusdo

., Belém, v. 12, n. 1, p. 37-47, jan.-abr. 2017

em agar por poco estdo demonstrados na Tabela 3. O
fator de retencdo (Rf) dos compostos foi de 0,70 a 0,88,
variando a coloragdo entre azul e verde.

Os extratos em hexano, acetato de etila e etanol de
Aspergillus japonicus DPUA 613 e A. awamori 1473 inibiram
o crescimento de S. aureus (Tabela 3). Para as demais
espécies, somente os extratos em hexano e acetato de
etila de A. 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 ao extrato em
hexano de A. flavo furcatis DPUA 1451 (Tabela 3).

Tabela 3. Bioautografia de espécies de Aspergillus que apresentaram halos de inibicio nos testes por difusdo em éagar. Legendas: Hex =
hexano; Ac = acetato de etila; Et = etanol 95%; Rf = retention factor; Ca = Candida albicans DPUA 1706; Ec = Escherichia coli CBAM
001; Sa = Staphyloccocus aureus ATCC 25923; R = resistente (ndo houve desenvolvimento de halo de inibicio); S = sensivel (houve

desenvolvimento de halo de inibiggo).

Espécie ExtAraftos Rf Atividade antimicrobiana
organicos A =365ntm Ca Ec Sy
Hex 0,78 (azul) R R S
Aspergillus niger DPUA 398 (4gua) 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 (¢leo) g 8;2 zzg E E 2
Hex 0,71 (azul) R R S
A. niger DPUA 399 (6leo) 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 (dleo) 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 (agua) 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 (dgua) 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

===
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A atividade antimicrobiana determinada por
bioautografia mostrou que os Aspergillus possuem esta
propriedade, contudo estudos mais detalhados devem
ser realizados para ampliar o quantitativo e revelar
compostos ativos, detectados pelo método de difusdo
em agar por pogo. Apesar dessa condigao, entre os
métodos de avaliacdo da atividade antimicrobiana,
os biautogréficos 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 quais sdo
produzidos por espécies geneticamente distintas, cuja
sintese pode sofrer influéncia das condigdes ambientais
(temperatura, pH, luz e nutrientes) (Keller et a/., 2005;
Flipphi et al., 2009; Fox & Howlett, 2008; Specian et
al., 2014). Flipphi et al. (2009) fizeram a filogenia e a
evolucdo do metabolismo de carbono em espécies
de Aspergillus. Keller et al. (2005) revisaram o porqué
de algumas espécies produzirem diferentes perfis
de metabdlitos secundérios. Fox & Howlett (2008)
descreveram o papel dos metabdlitos secundarios
na biologia fungica. Specian et al. (2014) revisaram
a importancia dos fungos endofiticos na producao
de metabdlitos secunddrios em uso potencial para a

fabricacdo de novas drogas.

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 condig¢des padronizadas
(Oliveiraet al., 2009). A determinacao dela pela técnica
de microdiluicdo tem se demonstrado favoravel,
devido a sensibilidade e a quantidade minima de
reagentes, fatores que proporcionam maior nimero
de replicagdes e 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 os quais teve evidéncia o acetato de etila, com
CMI15,62. Nas condi¢bes de andlise desta investigacdo,
para os extratos avaliados, a CMI variou de 15,62 a 250
ug/uL, frente aos micro-organismos examinados. Nessa
andlise, £. coli e C. albicans foram os mais resistentes;
apenas o extrato etandlico de A. flavo furcatis DPUA 1451,
preservado em agua, foi capaz de inibir o crescimento de
C. albicans, com CMI equivalente a 15,62 ug/uL. Ainda
gue inexista uma padronizacdo para a CMI de produtos
naturais, dados da literatura revelam que a CMl inferior
a 1 mg/mL pode ser considerada como &tima quando
comparada a antibiético padrao (Juiz et al., 2016).

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

Espécies/Método de preservagdo Extratos organicos Micro-organismo teste CMI (ug/uL)
A. niger DPUA 398 (4gua) Hexano Staphyloccocus aureus 31,25
A. niger DPUA 398 (%leo) Etanol 95% Staphyloccocus aureus 250
A. niger DPUA 399 (8leo) Acetato de etila Staphyloccocus aureus 125
A. japonicus DPUA 542 (¢leo) Acetato de etila Staphyloccocus aureus 125
A. japonicus DPUA 613 (4gua) Acetato de etila Staphyloccocus aureus 250
A. flavo furcatis DPUA 1451 (agua) Aceﬁteijneoetila SZ&?Z};/ ZE;ZL;;;;;?US 15,62
A. flavo furcatis DPUA 1465 (4gua) Acetato de etila Staphyloccocus aureus 250
A. awamori DPUA 1473 (agua) Etanol 95% Staphyloccocus aureus 125
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CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa nos conduziram as

seguintes conclusdes:

1. O método de preservacdo em agua destilada
promoveu maiores estabilidade e pureza das
culturas dos Aspergillus, independente do tempo
de armazenamento, em comparagdo ao método
de conservacdo em dleo mineral, sobretudo em
relacdo ao fenébmeno do pleomorfismo;

2. A atividade antimicrobiana por difusdo em
adgar mostrou a eficacia predominante dos
biocompostos dos Aspergillus frente a S. aureus.
O crescimento de E. coli e de C. albicans foi
inibido apenas por extratos organicos obtidos de
A. japonicus DPUA 613 e de A. flavo furcatis DPUA
1451, respectivamente;

3. Os testes de bioautografia mostraram a a¢do de
diversos compostos sintetizados pelos variados
Aspergillus com atividade antibacteriana frente a
S. aureus e confirmaram A. flavo furcatis DPUA
1451 como fonte de antifingico 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 e antifingico em
relacdo a C. albicans.
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